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VRésumé
Régulation des récepteurs de l’inositol 1,4,5-trisphosphate par l’activation 




Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de philosophiae doctor (Ph.D.) en Pharmacologie, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4
Le récepteur de l'inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3R), un canal calcique, est un des 
principaux régulateurs de la mobilisation de Ca2+ intracellulaire. En regardant globalement 
lçs mécanismes de régulation des IP3RS, on peut se rendre compte que cette régulation se 
fait bien souvent dans le contexte précis d'une ou de plusieurs voies de signalisation. Bien 
que de nombreux modulateurs de l'activité calcique des EP3RS soient déjà connus, encore 
aujourd'hui beaucoup de questions sont en suspens. En fait, un nombre croissant de preuves 
et d'observations suggèrent que la régulation spécifique des mécanismes de signalisation 
calcique peut être accomplie par l'activation simultanée de plusieurs voies de signalisation 
ce qui permet de soutenir la diversité d’action du Ca2+.
Une de ces voies, la voie de croissance et de prolifération cellulaire PI3K-AKT-mTOR fut 
d’abord investiguée dans la première partie de cette thèse afin de comprendre l’importance 
de l’activité calcique des IP3R dans ces phénomènes d’importance majeure. Nous avons 
montré que mTOR interagit et phosphoryle TIP3R- 3  dans les cellules RINm5F puis 
déterminé que le niveau d’activité de mTOR affectait les relâches calciques médiées par 
n P 3R-3 de ces cellules. Sachant que mTOR contrôle la prolifération et l'homéostasie 
cellulaire et que le Ca2+ joue aussi un rôle clé dans ces deux phénomènes, il est logique de 
croire que mTOR facilite les relâches calciques dépendantes des EP3RS afin de fournir le 
Ca2+ nécessaire aux actions physiologiques de mTOR.
La deuxième section de cette thèse a exploré l’interaction entre la voie dopaminergique et 
la voie calcique dépendante des IP3RS. Nos résultats suggèrent que calcyon, une protéine 
liant le C a + surexprimée dans plusieurs neuropathologies, est impliquée dans 
F internalisation des récepteurs D2 par un mécanisme encore inconnu qui cause par le fait 
même une relâche calcique tardive dans les cellules PC-12. Nous avons montré que cette 
protéine affecte aussi l’activité calcique des IP3RS. Nos résultats suggèrent que calcyon est 
la protéine reliant les voies de signalisation calcique et dopaminergique et que son 
implication est d’importance majeure afin d’assurer l’homéostasie calcique neuronale. 
L’ensemble de ces travaux montre toute l’étendue de la régulation calcique et de 
l’interaction entre les voies de signalisation.
Mots clés: Calcium, Récepteur à l’inositol 1,4,5-trisphosphate, mTOR, Dopamine, 
Calcyon
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I n t r o d u c t io n
1. Le Calcium
Étant impliqué dans à peu près toutes les réactions et fonctions cellulaires, l’ion calcium 
(Ca2+) est le second messager le plus versatile découvert à ce jour. Associé à la contraction 
ventriculaire par Sydney Ringer en 1883 [Ringer, 1883], on sait aujourd'hui, 130 ans plus 
tard, que le Ca2+ régule une variété remarquable de processus intracellulaires grâce à ses 
propriétés de signalisation spatiotemporelle. Des processus qui durent de la microseconde 
(exocytose) à des mois, voire des années (processus mémoriaux). Les systèmes 
moléculaires responsables de la signalisation calcique sont limités à quelques familles de 
protéines (canaux calciques et transporteurs) et ces systèmes sont conservés et exprimés de 
façon ubiquitaire dans les organismes vivants. Plus important encore, ces systèmes sont 
régulés par le Ca2+ lui-même ce qui leur confère une versatilité et une adaptabilité 
incroyable.
La concentration de Ca2+ disponible dans les milieux extracellulaires est de l’ordre de 1 à 2 
mM (Figure 1). En absence de stimulation, la concentration cytosolique reste très faible et 
se maintient entre 50 et 100 nM de Ca2+. Quant au Ca2+ contenu dans le réticulum 
endoplasmique (RE), sa concentration totale est de l’ordre de 1 à 2 mM et constitue la 
principale réserve intracellulaire de Ca2+. L’élévation de la concentration de Ca2+ 
intracellulaire implique deux phases étroitement liées. Les signaux calciques sont tout 
d’abord déclenchés par la liaison d’une grande variété d’hormones, de neurotransmetteurs 
et de facteurs de croissance à leurs récepteurs localisés à la membrane plasmique. 
L’activation de ces récepteurs (GqPCR et récepteurs tyrosine kinase) entraîne l’activation 
de phospholipases C (PLC P ou y). Les PLCs hydrolysent le phosphatidyl inositol 4,5- 
bisphosphate (PIP2) en inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG). L’IP3 
diffuse dans le cytosol, se lie aux récepteurs de l’inositol 1,4,5-trisphosphate (DP3R) et 
déclenche la libération du Ca2+ emmagasiné dans le RE [Berridge, 1993; Yoshida et Imai, 
1997] . La seconde phase du signal calcique correspond à l’entrée du Ca2+ extracellulaire 
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Figure 1 : Régulation du Ca2+ intracellulaire
Dans ce schéma simplifié, une hormone lie un GqPCR et entraine F activation de la PLCp. 
La PLCp hydrolise le PIP2 en IP3 et en DAG. L’IP3 diffuse ensuite dans le cytosol et active 
les IP3RS provoquant ainsi la libération du Ca2+ contenu dans le RE. La seconde phase du 
signal calcique correspond à l’entrée via des canaux calciques SOC ou ROC. Les SERCA 
et les PMCA, des pompes Ca2+-Mg2+ ATPase situées à la membrane du RE (SERCA et 
PMCA) ou à la membrane plasmique (Ca2+-Mg2+ ATPase) ainsi que les échangeurs NCX 
de la membrane plasmique permettent un retour au niveau de base de Ca2+ en favorisant 
l’expulsion du Ca2+ (NCX et PMCA) ou la recapture du Ca2+ dans le RE (SERCA).
3operated channel) [Clapham, 1995; Putney, 1990]. Cette entrée de Ca2+ extracellulaire sert 
à prolonger l’élévation du niveau de Ca2+ intracellulaire et aussi à restaurer le contenu 
calcique du RE. Actuellement, dans les cellules non excitables, deux mécanismes 
expliquent l’entrée de Ca extracellulaire. Le premier mécanisme appelé SOCE « store 
operated Ca2+ entry » implique différents canaux regroupés sous l’appellation SOC et fait 
intervenir une protéine localisée dans la membrane du RE capable de détecter une baisse du 
contenu calcique du RE [Kiselyov et al., 1998; S. L. Zhang et al., 2005] . Le deuxième 
mécanisme appelé ROCE « receptor operated Ca2+ entry », implique différents canaux 
regroupés sous l’appellation ROC qui sont indépendants du contenu calcique du RE. Ce 
mécanisme fait suite à l’activation des PLCs [Hofmann et al., 2000]. Dans les cellules 
excitables s'ajoutent un autre mécanisme d'entrée, celui-ci dépendant de canaux calciques 
dépendants du voltage (VOCs "voltage operated channels").
Afin de prévenir l’apparition d’effets néfastes causés par un haut niveau prolongé de Ca2+ 
telle que l’apoptose [Orrenius et al., 2003] , le mécanisme de signalisation calcique se 
termine par un retour du Ca2+ intracellulaire au niveau basai par l’action de pompes telles 
que la "sarcoplasmic endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase" (SERCA), la " plasma 
membrane calcium ATPase" (PMCA) ainsi que l’échangeur Na+/Ca2+ (NCX). Ces 
protéines de transport retournent le Ca2+ dans le RE (pour la SERCA) ou à l’extérieur de la 
cellule (pour la PMCA et la NCX), [Carafoli et Brini, 2000], (voir Figure 1). La NCX a 
une faible affinité pour le Ca2+, mais elle permet d’abaisser rapidement la concentration 
intracellulaire de Ca2+.
2. Les récepteurs de l'inositol 1,4,5-trisphosphate
Depuis sa découverte, la capacité des IP3RS à générer des signaux calciques complexes 
continue d'intéresser de nombreux groupes de recherche aux quatre coins du globe. Cette 
capacité s'explique par une grande diversité des IP3RS. Cette grande diversité est attribuable 
au fait qu'il existe trois gènes (itprl, itpr2 et itpr3) encodant ITP3R-I, l’IP3R-2 et FIP3R- 3  
respectivement [Ross et a i, 1992; Blondel et al., 1993; Maranto, 1994b; Sudhof et al., 
1991; Furuichi et al., 1993] , que l'itprl peut subir un épissage alternatif [Danoff et al.,
41991; Nakagawa et a l, 1991; Ferris et Snyder, 1992; Nucifora et a i, 1995], que les IP3RS 
peuvent s’assembler en homo ou en hétérotétramère [Maeda et a i, 1991; Maeda et al., 
1990; Joseph et a i, 1997; Joseph et al., 2000] et enfin que les EP3R.S peuvent être régulés 
par diverses molécules ou protéines [Patterson et al., 2004; Foskett, White, Cheung et Mak, 
2007b; Vanderheyden et al., 2009].
2.1 Historique de la découverte du récepteur de l'inositol 1,4,5-trisphosphate
Le lien entre des récepteurs membranaires et la formation d'IP3 a été démontré dans les 
années 80 [Kirk et al., 1989] mais des travaux une décennie auparavant avaient déjà 
souligné que l'activation de certains récepteurs membranaires causait une élévation 
cytosolique des concentrations de Ca2+ [Kirk et a l, 1989; Rasmussen, 1970; Berridge, 
1975]. En 1975, Michell suggérait que l'hydrolyse des phosphoinositides était responsable 
de la mobilisation calcique [Michell, 1975]. Quelques années plus tard, Berridge, par 
l'étude de glandes salivaires de mouche, confirmait l'hypothèse de Michell et identifiait 
l'IPs comme le premier élément de la signalisation calcique soluble [Fain et Berridge, 
1979]. L’IP3 fut alors pressenti comme étant le messager responsable de la mobilisation 
calcique intracellulaire ce qui fut confirmé rapidement par Streb à partir d’une préparation 
microsomale [Streb et al., 1983] et par Berridge et Irvine [Berridge et Irvine, 1984; 
Berridge et Irvine, 1989]. Ehrlich et Watras en 1988, on établi que l'ff^R était un canal 
perméable au Ca2+ contrôlé par l'IP3 [Ehrlich et Watras, 1988]. Les premières études de 
liaison entre le 32'P IP3 et HP3R [Baukal et al., 1985] ont été suivies de la purification du 
premier sous-type d'ff^R (IP3R-I) à partir du cervelet de rat [Maeda et al., 1988] ainsi que 
le clonage de son gène [Furuichi et al., 1993; Mignery et Sudhof, 1990; Supattapone et a l, 
1988; Supattapone, Worley et al., 1988] . La purification de IIP3R a par la suite permis 
d'amorcer sa caractérisation. D a alors été découvert que TD^R forme des canaux calciques 
capables de contrôler la libération de Ca2+ de manière quantile [Ferris et Snyder, 1992; 
Ferris et al., 1990] . Des études subséquentes ont identifié les gènes de TIP3R- 2  et de 
l'IP3R- 3  [Ross et al., 1992; Blondel et al., 1993; Maranto, 1994b; Sudhof et al., 1991; 
Furuichi et a l, 1989]. Les études avec des bicouches lipidiques artificielles puis, plus tard, 
avec des membranes natives [Foskett, White, Cheung et Mak, 2007b; Rahman et Taylor,
52009] ont fourni les fondations à l'exploration des déterminants structuraux du 
fonctionnement des IP3RS.
2.2 Structure du récepteur de l'inositol 1,4,5-trisphosphate
Les IP3RS sont constitués de trois domaines fonctionnels : un domaine de liaison, un très 
grand domaine de régulation ainsi qu'un domaine d'ancrage à la membrane où est située la 
portion canal du récepteur [Miyawaki, Furuichi, Ryou, Yoshikawa, Nakagawa, Saitoh et 
Mikoshiba, 1991b]. Chaque LP3R contient environ 2700 acides aminés et une masse 
moléculaire d'environ 310 kDa. Structurellement, chaque IP3R contient un domaine N- 
terminal cytosolique qui contient près de 85 % de la masse protéique. C'est dans ce 
domaine que se trouvent le domaine de liaison à I.TP3 ainsi que le domaine de régulation. 
L'IPsR comporte également une région hydrophobe qui contient six hélices 
transmembranaires formant le pore calcique entre les transmembranes 5 et 6  ainsi qu'un 
court domaine C-terminal (Figure 2). Globablement, les IP3RS ont une conformation très 
ouverte exposant différents sites à des protéines régulatrices [Sato et al., 2004]. Étant donné 
que sa liaison avec le Ca2+ peut induire des changements conformationnels majeurs chez 
I IP3R [Hamada et al., 2002], les possibilités de sa régulation par différents éléments en sont 
augmentées [Patterson et al., 2004; Foskett, White, Cheung et Mak, 2007b; Bezprozvanny, 
2005].
2.2.1 Le domaine de liaison de l'inositol 1,4,5-trisphosphate
La localisation du domaine de liaison de l'H^ dans le N-terminal a d'abord été suggérée par 
Mignery basée sur la découverte que la délétion des 410 premiers acides aminés éliminait
r
complètement la liaison de l'IP3 à IIP3R [Mignery et Sudhof, 1990]. Subséquemment, 
d'autres groupes de recherche ont validé cette découverte sur les trois sous-types d'D^R 
[Maranto, 1994b; Sudhof et al., 1991; Miyawaki, Furuichi, Ryou, Yoshikawa, Nakagawa, 
Saitoh et Mikoshiba, 1991a]. D a ensuite été démontré que le domaine de liaison se divisait 
en un domaine de liaison de n P 3 (acides aminés 226 à 576) et un domaine suppresseur 
(acides aminés 1 à 225) [Yoshikawa et al., 1996]. Le domaine suppresseur serait
IP3 Régulation Canal\ ♦  Sjr.TSS j
I * *  m m m  f  f m  m
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Figure 2: Structure schématique de TIP3R- 1
A) Représentation linéaire de FIP3R-I. Les sites de liaison du Ca2+ et de l’ATP, les sites 
d’interactions avec la calmoduline (CaM) et les sites de phosphorylation par les protéines 
kinases A et G (PKA/PKG) sont illustrés. B) Représentation du domaine canal de l’IP3R. 
L’Asp 2550 est essentielle à la fonctionnalité du canal.
7responsable des différentes affinités des sous-types d'B^R pour l'IP3 [Bosanac et al., 2005; 
Iwai et al., 2007]. Bien que sa délétion augmente l'affinité de I IP3R pour l'IP3, le domaine 
suppresseur est toutefois nécessaire pour une activation normale du canal [Uchida et al., 
2003].
2.2.2 Le domaine de régulation du récepteur de l'inositol 1,4,5-trisphosphate
Le grand domaine de régulation qui sépare le domaine de liaison du domaine canal est le 
lieu d'action où la plupart des agents régulateurs de l'activité des IP3RS agissent. Ce 
domaine comprend plus de 1400 acides aminés soit plus de la moitié de la structure des 
IP3RS. E constitue la portion la moins conservée entre les sous-types d'B^R (environ 60 % 
de similarité entre les isoformes d'B^R pour ce domaine) ce qui suggère que chaque 
isoforme a des propriétés uniques. D est donc essentiel de caractériser les propriétés 
individuelles de chaque type d'E^R.
2.2.3 Le domaine d'ancrage du récepteur de l'inositol 1,4,5-trisphosphate
Le domaine d'ancrage, aussi appelé le domaine canal, est composé d'environ 300 acides 
aminés en C-terminal de l'E^R. Comme pour les récepteurs de la Ryanodine (RyR), le 
domaine d'ancrage de l'E^R est composé de six domaines transmembranaires. On peut 
retrouver entre le cinquième et le sixième transmembrane le pore qui laisse circuler les ions 
calciques entre le RE et le cytosol [Michikawa et al., 1994]. Des similitudes dans les 
séquences des E^Rs et des RyRs au niveau du pore ont permis d'associer les découvertes 
obtenues à propos des RyRs aux E^Rs. De manière semblable, ces deux canaux calciques 
présents sur le RE ont également une homologie de séquence avec les canaux potassiques 
bactériens KcsA. Ces canaux, bien caractérisés dans la littérature, ont servi de modèle pour 
caractériser les pores des RyRs et des B^Rs. Autant les pores des B^Rs que ceux des RyRs 
sont construits et se comportent similairement à plusieurs types de canaux perméables aux 
cations [MacKinnon, 2003]. Le filtre de sélectivité comprend la séquence GVGD (acides 
aminés 2547 à 2550 de IIP3R-I de rat). La sélectivité calcique est conférée par l'Asp2550 
[Boehning et al., 2001]. Dans un autre ordre d'idées, par analogie avec d'autres canaux
8cationiques, le pore a été identifié comme étant situé dans l'axe central entre les 4 
monomères d'D^R.
2.3 Épissage alternatif des IP3 RS
En plus des trois isoformes d'E^R, la diversité du canal est amplifiée par un épissage 
alternatif de son expression. L'IP3R-1 a trois principales régions d'épissage notées SI, SU et 
SIII. Le site SI est localisé entre les résidus 318 et 322 (dans le domaine de liaison de l'IPs); 
le site SU est localisé près du centre de la structure protéique dans le domaine d'ancrage de 
l'ffSR entre les résidus 1693 et 1731. D a été proposé que la forme longue de ce variant 
(SII+) soit la forme neuronale alors que la forme courte de ce variant (SU-) soit la forme 
exprimée dans les tissus périphériques. La forme SHI correspond à une insertion de neuf 
acides aminés après le résidu 917. La forme SU peut donner quatre variétés de transcrits 
[Nakagawa et al., 1991; Regan et al., 2005] alors que SI peut en donner six ce qui 
augmente à 48, le nombre de sous-unités d'ff^R-l possibles. L'étude de l'IP3R- 2  de souris a 
permis quant à elle de révéler la présence d'un variant d'épissage (SIm2) provoquant la 
délétion des résidus 176 à 208 présents dans le domaine suppresseur de liaison. Cette 
délétion affecterait la structure même du récepteur [Iwai et al., 2005]. La souris exprimerait 
également un autre variant de l'IP3R- 2  dans ses muscles squelettiques et cardiaques. Ce 
variant, nommé TIPR donne un IP3R- 2  tronqué après le résidu 181 [Futatsugi et a i, 1998]. 
L'étendue des possibilités d'expression des IP3RS, nous offre un défi de comprendre le rôle 
de chacune des formes d'IP3R..
2.4 Hétérooligomérisation des IP3 RS
Un autre niveau de diversité des IP3RS réside dans le fait que ces canaux s'assemblent en 
homo- ou en hétérotétramères pour former un canal fonctionnel [Maeda et al., 1991; Joseph 
et al., 1997; Joseph et al., 2000]. Ainsi grâce à la diversité d'isoformes et de variants 
d'épissage, le nombre de combinaisons possibles est immense. Par exemple, des tétramères 
composés de 12 variants transcrits donneraient une possibilité de 5900 assemblages 
possibles [Regan et al., 2005].
92.5 Localisation des IP3RS
La localisation intracellulaire des IP3RS est un élément important dans l'initiation et la 
propagation des signaux calciques puisque leur disposition participe à la détermination des 
voies activées par la mobilisation du Ca2+. La localisation des EP3RS est différente selon les 
types cellulaires; certains types ayant des localisations plus pointues que d'autres. 
Essentiellement, on retrouve la majorité des IP3RS au niveau de la membrane du RE mais, 
dans une moindre mesure, les IP3RS ont aussi été identifiés sur l'appareil de Golgi [M. G. 
Lee et a i, 1997; Pinton et a i, 1998], sur des granules de sécrétion [Gerasimenko et al., 
1996] , sur les mitochondries, dans le noyau [Laflamme et al., 2002] et sur la membrane 
plasmique [Kuno et Gardner, 1987; Dellis et al., 2008]. Un autre phénomène à considérer 
est la possibilité d'une redistribution des IP3RS selon l'état cellulaire afin de moduler 
finement la signalisation calcique. En ce sens, il a été montré que la stimulation des cellules 
par certains agonistes peut provoquer une redistribution rapide des IP3RS (5 à 10 min après 
la stimulation) [Wilson et al., 1998].
2.6 Fonctions physiologiques des isoformes d'M^R
Étant donné les différences au niveau de la régulation des différentes isoformes d'H^R et 
les différences entre leur affinité pour l'IP3 et pour le Ca2+, il est logique de croire que 
chacune des ces isoformes a un rôle bien précis dans l'organisme afin de participer au 
déroulement des fonctions physiologiques de chaque tissu. En ce sens, il a été démontré 
que le taux d'expression de chaque isoforme variait entre les types cellulaires [Maranto, 
1994a; Perez et al., 1997; Holtzclaw et al., 2002] et que dans un même type cellulaire, 
selon l'état de la cellule (croissance, différentiation, apoptose, etc.), le profil d'expression 
peut changer.
L'IP3R- 1  est exprimé de façon prédominante dans les tissus du cerveau. Il a été montré qu’il 
joue un rôle critique dans la régulation du système moteur et de l'apprentissage [Inoue et 
al., 1998; Nishiyama et al., 2000], sa délétion chez la souris induisant une ataxie et de 
l'épilepsie [Matsumoto et al., 1996]. Le groupe de Mikoshiba a également démontré
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l'importance de l'D^R-l dans l'extension des neurites et dans la plasticité neuronale [Takei 
et al., 1998; Taufiq et a i, 2005]. L'ff^R-1 a également été lié à d'autres fonctions 
physiologiques, notamment à la détermination de l'axe dorso-ventral [Kume et al., 1997] 
ainsi qu'à la maturation et à la fertilisation des oocytes [B. Lee et al., 2006].
Quant-aux IP3R- 2  et IP3R-3 , leur importance a été peu étudiée puisqu'ils sont plus souvent 
qu'autrement co-exprimés dans les mêmes tissus et qu'il n'existe à ce jour aucun inhibiteur 
sélectif ciblant chacune des isoformes. Néanmoins, les IP3R- 2  et IP3R- 3  ont été associés à 
la signalisation de Ca2+ menant à la sécrétion d’enzymes, d'eau ou d’autres facteurs par les 
cellules des tissus exocrins [Thom et al., 1993; Thom et Petersen, 1993; Wakui et al., 
1990; Futatsugi et al., 2005]. La surexpression de IIP3R- 2  a également été associée à 
l'hypertrophie cardiaque [Nakayama et al., 2010].
Globalement, on peut noter encore une fois que la diversité des IP3RS leur permet 
d'accomplir différentes tâches et rôles dans les tissus et organismes.
2.7 Mécanismes de régulation des IP3 RS
En tant qu'élément central dans la génération et dans la modulation des niveaux de Ca2+ 
intracellulaire, l'activité de I IP3R est finement régulée par une panoplie de facteurs allant de 
I IP3 et du Ca2+ lui-même, en passant par des nucléotides et de nombreuses protéines. Des 
modifications post-traductionnelles comme la phosphoryation sont également connues pour 
réguler l’activité des IP3RS. La régulation des IP3RS, différente selon l'isoforme, ajoute une 
complexité et une précision à la machinerie calcique.
2.7.1 Régulation par le Ca2+
Le ligand le plus important dans la régulation de l’activité de l'IP3R est sans aucun doute le 
Ca2+. Cet ion divalent a un effet biphasique sur l'activité de I IP3R.À faibles concentrations 
(sous 1 pM) il active le canal et augmente sa probabilité d'ouverture alors qu'à fortes 
concentrations (plus de 10 pM), le Ca2+ inhibe le canal [Miyakawa et al., 2001; Mak,
McBride et Foskett, 2003; Mak, McBride, Petrenko et al., 2003; Foskett et al., 2007]. Dans 
un contexte cellulaire, l'inhibition des IP3RS par le Ca2+ est logique puisqu'à proximité de 
l'ouverture du canal les niveaux de Ca2+ peuvent atteindre par moment 100 pM [Naraghi et 
Neher, 1997]. Des différences entre l'effet du Ca2+ sur les différentes isoformes sont 
également répertoriées. Notamment, l'IP3R- 3  est plus sensible aux faibles concentrations de 
Ca2+ que l'H^R-l et I IP3R- 2  [Mak, McBride et Foskett, 2003].
2.7.2 Régulation par des protéines
Les IP3RS sont régulés par une multiplicité de protéines. Ce contrôle, par diverses protéines 
dans différents contextes de signalisation et de processus cellulaires, permet une extrême 
précision dans la régulation de la signalisation calcique afin de répondre adéquatement aux 
besoins cellulaires. Plusieurs dizaines de protéines sont connues pour influencer les IP3RS 
et on en découvre de nouvelles à chaque année.
Plusieurs protéines d’échafaudage s'associent aux IP3RS favorisant une localisation 
adéquate de ceux-ci dans la cellule. Des mutations à ces protéines relient la mauvaise 
localisation des IP3R à différentes pathologies. Par exemple, des mutations à l'Ankyrine-B 
causent le syndrome du long-QT, une forme d'arythmie cardiaque, en causant une mauvaise 
localisation des IP3RS, de l’échangeur NCX et de la pompe SERCA [Mohler et a i, 2003]. 
Notons également la régulation des IP3RS par la protéine d'échafaudage Homer, capable de 
relier le mGluR aux IP3RS pour favoriser la signalisation calcique dans les synapses 
excitatrices [Tu et al., 1998].
D'autres régulateurs des IP3RS sont caractérisés par leur activation par les niveaux de Ca2+ 
intracellulaire fournissant ainsi un rétrocontrôle de l'activité des IP3RS et un mécanisme de 
soutien ou de frein à la signalisation calcique IPsR-dépendante. La calmoduline est un 
partenaire incontournable des IP3RS. Cette protéine interagit de façon Ca2+ dépendante et 
Ca2+ indépendante sur deux sites différents des IP3RS. La liaison de la calmoduline semble 
nécessaire à l'inhibition Ca2+ dépendante des IP3RS [Michikawa et al., 1999; Missiaen et 
al., 1999]. Par ses effets "séquestrateurs" de plusieurs protéines associées à la membrane
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cytoplasmique, la calmoduline pourrait également favoriser la proximité d’autres 
partenaires d'interaction avec les IP3RS ayant des effets sur leur activité [X. Zhang et 
Joseph, 2001].
Il est évident que les IP3RS interagissent avec une multitude de protéines plaçant ainsi les 
IP3RS et leur capacité à mobiliser le Ca2+ à un poiiit de convergence dans la signalisation 
cellulaire. D reste encore beaucoup à faire dans la compréhension du rôle physiologique de 
ces différentes interactions et régulations protéiques.
2.7.3 Régulation par phosphorylation
Les BP3RS sont régulés par plusieurs kinases. La kinase dépendante de l'AMP cyclique 
(PKA) phosphoryle les différents IP3RS et régule leur activité calcique. La PKA 
phosphoryle de façon stoichiométrique nP3R-l sur les sérines 1589 et 1755 [Ferris et a l, 
1991]. Dans les situations nécessitant une signalisation accrue de Ca2+, souvent HP3R est 
phosphorylé par la PKA pour augmenter sa responsivité. Étant donné que la PKA et les 
protéines phosphatases 1 et 2A forment un complexe avec les IP3RS, un changement rapide 
dans les niveaux de phosphorylation des IP3RS est possible. Bien que les sérines 1589 et 
1755 soient absentes dans l'EP3R- 2  et TIP3R-3 , la PKA phosphoryle également ces canaux 
pour augmenter leur activité [Wojcikiewicz et Luo, 1998; Regimbald-Dumas et al., 2011; 
Chaloux et a l, 2007]. La kinase dépendante du GMP cyclique (PKG) phosphoryle les 
IP3RS aux mêmes sites que la PKA favorisant la génération d'oscillations calciques 
[Rooney et a l, 1996]. Quant à elle, la protéine kinase C (PKC) phosphoryle l'E^R-l in 
vitro et in vivo augmentant la sensibilité à n P 3 de cet isoforme [Ferris et a l, 1991; Matter 
et a l, 1993]. Inversement, la PKC diminue l'activité de TIP3R - 2  et de I IP3R- 3  [Arguin et 
a l, 2007; Caron et a l, 2007], preuve encore une fois des différentes propriétés de chaque 
isoforme.
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2.7.4 Régulation par des voies de signalisation
En regardant globalement les mécanismes de régulation des IP3Rs, on peut se rendre 
compte que cette régulation se fait bien souvent dans le contexte précis d'une ou de 
plusieurs voies de signalisation. Ceci afin de permettre au Ca2+ de soutenir l'effet de 
l'activation de ces voies, d'exercer un rétrocontrôle (positif ou négatif) sur ces voies, ou de 
permettre le croisement entre voies de signalisation. Les exemples cités dans les sections 
précédentes peuvent s'appliquer à une telle régulation. Par exemple, la phosphorégulation 
des IP3RS par la PKA relie la voie calcique Gq aux voies liées à l'activation de l'adénylyl 
cyclase (voies Gs ou Gj/0) [Wojcikiewicz et Luo, 1998; Regimbald-Dumas et al., 2011; 
Chaloux et al., 2007]. En regardant l'effet de la phosphorégulation par la PKC sur les DP3RS, 
on se rend compte que selon l'isoforme, la voie de signalisation Gq via la PLC s'autorégule. 
En effet, elle s'amplifie d'elle-même par un effet potentiateur de la PKC sur l'D^R-l [Ferris 
et a i,  1991; Matter et al., 1993] ou se freine d'elle-même par un effet inhibiteur de la PKC 
sur l'IP3R-2 et TIP3R- 3  [Arguin et al., 2007; Caron et al., 2007]. Ainsi, selon leur 
composition en IP3RS, les cellules peuvent personnaliser le signal calcique selon leurs 
besoins précis à des moments précis.
Les voies apoptotiques et anti-apoptotiques peuvent également moduler l'activité des IP3RS 
[Akl et al., 2013; Kiviluoto et al., 2013]. Notamment, Bcl-2 et Bcl-Xl sont importants pour 
antagoniser l'apoptose en influençant l'activité des IP3RS [Akl et al., 2013; Kiviluoto et al., 
2013; R. Chen et al., 2004; Monaco et al., 2013; Monaco et al., 2012; Monaco, Decrock et 
a i,  2012]. Inversement, les voies menant à l'activation du cytochrome c stimulent 
l'apoptose en bloquant l'effet inhibiteur du Ca2+ sur ITP3R causant ainsi une charge calcique 
favorisant l'apoptose [Boehning et al., 2005].
Plusieurs observations laissent croire que les voies de survie, de croissance et de 
prolifération cellulaire PI3K-AKT-mTOR seraient également en mesure de réguler l'activité 
des IP3RS. La voie mTOR est un point de convergence des signaux mitogéniques comme 
l'état nutritionnel et énergétique ainsi que les facteurs de croissance qui induisent la 
synthèse protéique et la croissance cellulaire [Wullschleger et al., 2006]. Dans des modèles
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endocriniens et neuronaux, les IP3RS ont été identifés comme des substrats d'AKT [Khan et 
al., 2006; Koulen et al., 2008] puis comme pouvant être régulés par AKT dans les 
neurones hippocampaux [Hwang et a l, 2009]. Dans le même sens, notre laboratoire a 
démontré que l'insuline module l'interaction entre HSP90 et I IP3R par un mécanisme 
dépendant de mTOR [Nguyen et al., 2009]. Le groupe de MacMillan a également montré 
en 2005 que l’inhibition de mTOR par la rapacymine affectait négativement l'activité des 
IP3RS [MacMillan, Currie, Bradley, Muir et McCarron, 2005a]. Au moment où j'ai démarré 
mes travaux, les informations relatives à la régulation des IP3RS par la kinase mTOR, qui 
est au centre des voies de survie, étaient insuffisantes. Sachant que les IP3RS ont plusieurs 
sites de phosphorylation reconnus par mTOR de type (S/T)P [Brunn et al., 1997; Saitoh et 
al., 2002; Facchinetti et al., 2008; Bcenoue et al., 2008], il serait possible de croire qu'en 
phosphorylant les IP3RS, mTOR serait en mesure de contrôler leur activité. Ainsi, pour ces 
raisons, nous croyons que les voies de survie, de croissance et de prolifération cellulaires 
dépendantes de mTOR pourraient moduler l'activité des DP3RS.
Dans les dernières années, les voies de signalisation dopaminergiques ont également été 
étroitement liées à la signalisation calcique. Les voies dopaminergiques sont des voies 
modulant habituellement les voies de signalisation dépendante de l'AMPc. Des 
observations de Lezcano en 2000 et de Tang en 2004 suggèrent cependant un couplage 
entre les voies dopaminergiques et les voies calciques dépendantes des IP3RS [Lezcano et 
al., 2000; Tang et Bezprozvanny, 2004]. L'idée selon laquelle les voies dopaminergiques et 
calciques seraient associées est attrayante. Plusieurs groupes de recherche ont déjà montré 
une implication du Ca2+ dans des maladies comme la schizophrénie [Jimerson et al., 1979; 
Yarlagadda, 2002a], les troubles bipolaires [Machado-Vieira et al., 2011] et la maladie de 
Parkinson [Orrenius et al., 2003]. En reliant les voies calciques médiées par l'activation des 
IP3RS aux voies dopaminergiques on peut associer différents mécanismes expliquant ces 
pathologies. Les travaux du groupe de Clare Bergson suggèrent un lien fort entre les voies 
dopaminergiques et calciques par l'entremise de la protéine calcyon qui permettrait aux 
voies dopaminergiques de mobiliser le Ca2+ [Lezcano et a l, 2000; Lezcano et Bergson, 
2002; Lidow et al., 2001]. Le mécanisme d'action de calcyon est encore inconnu et il est 
primordial de comprendre son rôle dans la régulation des IP3RS dans un contexte de
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signalisation dopaminergiqUe. Pour cette raison nous croyons que, par l'entremise de 
calcyon, les voies dopaminergiques pourraient moduler l'activité calcique des IP3RS afin de 
réguler adéquatement les processus cellulaires dépendants des stimulations 
dopaminergiques.
2.8 Mesure des niveaux de Ca2+ intracellulaire
Afin de mesurer l’impact de la régulation des IP3RS par la régulation des différentes voies 
de signalisation, il est nécessaire de mesurer en temps réel les niveaux calciques 
intracellulaires afin de mesurer les paramètres spaciotemporels des relâches calciques des 
cellules vivantes. L’utilisation d’une sonde intracellulaire ratiométrique telle que le 
Fura2/AM permet de suivre les niveaux calciques. Le Fura2/AM est un dérivé perméable à 
la membrane cellulaire du Fura2, utilisé pour mesurer les niveaux de Ca2+ par fluorescence. 
Une fois qu’il a pénétré les cellules, le groupement AM (Ester d’acétométhyl) est clivé par 
des esterases cellulaires générant le Fura2 qui est la sonde active. La mesure de la 
fluorescence a 340 et 380 nm permet de calculer la concentration calcique grâce à la 
formule de Grynkiewicz [Grynkiewicz et al., 1995] qui utilise, entre autre, le ratio de la 
sonde liée au Ca2+ (340 nm) et de la sonde non liée au Ca2+ (380 nm). L’utilisation d’une 
sonde ratiométrique permet d’éviter des biais causés par la concentration locale de la sonde 
et/ou par l’épaisseur de la cellule dans les niveaux mesurés.
3. Voie de survie et de croissance cellulaire mTOR
mTOR (mammalian target of rapamycin) est la cible d'une molécule nommée rapamycine, 
un macrolide produit par Streptomyces Hygroscopicus ayant des propriétés 
antiprolifératives. La rapamycine a été découverte dans des échantillons de sol de l'île de 
Pâques en 1965. Koser et al. en 1993 [Koser et al., 1993] ont identifié la cible de la 
rapamycine chez la levure (TOR) puis, plusieurs groupes ont découvert la protéine 
homologue chez les mammifères (mTOR) [Brown et a i, 1994; Sabatini et a i, 1994; Sabers 
et al., 1995]. Autant l'état nutritionnel que les facteurs de croissance régulent l'activité de 
mTOR ce qui en fait un senseur de l'état nutritionnel cellulaire [Sarbassov et al., 2005]. En
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réponse à la disponibilité de nutriments, mTOR contrôle la croissance, la prolifération et la 
survie cellulaire en plus de réguler d'autres phénomènes comme la synthèse protéique et la 
transcription [Sarbassov et al., 2005] en contrôlant la traduction d'ARNm, la biogénèse de 
ribosomes, l'autophagie et le métabolisme cellulaire [Guertin et Sabatini, 2007] . Au 
niveau pathologique, mTOR est depuis plusieurs années associé à la tumorigénèse [Guertin 
et Sabatini, 2007] mais des rôles de mTOR dans l'obésité, la faim et l'homéostasie 
énergétique de l'organisme entier ont également été soulignés [Cota et al., 2006].
Au niveau structurel, il est connu que mTOR est une sérine/thréonine kinase d'environ 280 
kDa appartenant à la famille de kinases apparentées aux phosphatidylinositols (PIKK) 
[Brown et al., 1994; Sabatini et al., 1994; Sabers et a i, 1995]. Les PIKKs contiennent un 
domaine C-terminal sérine/thréonine kinase possédant plusieurs similitudes avec les 
domaines catalytiques des PDKinases. Sur la structure de mTOR, on retrouve un segment 
hydrophobe nécessaire à la liaison du complexe rapamycine - FKBP12 appelé FRB 
(FKBP12-rapamycine binding domain) en amont de la séquence kinase (Figure 3). En N- 
terminal du FRB et en C-terminal du domaine kinase, on retrouve des domaines FAT et 
FATc respectivement. Ces domaines sont communs à tous les membres des PIKK. En N- 
terminal complètement de mTOR, on retrouve une série de répétition HEAT (Huntington, 
EF3A, ATM, TOR) favorisant les interactions protéiques avec les partenaires de mTOR. 
Au niveau cellulaire, mTOR est retrouvé dans deux complexes protéiques distincts: 
mTORCl et mTORC2. Ces deux complexes ont des structures tridimensionnelles 
similaires et partagent plusieurs partenaires protéiques [Sarbassov et al., 2005] . mTORCl 
consiste en un complexe formé de mTOR, raptor (regulatory associated protein of mTOR), 
PRAS40 (proline-rich Akt substrate of 40kDa), deptor (DEP domain-containing mTOR- 
interacting protein) et mLST8  (mammalian lethat with sec-13) [Laplante et Sabatini, 2013]. 
mTORC2 consiste quant à lui en un complexe formé de mTOR, rictor (raptor-independant 
companion of mTOR), mSINl (mammalian stress activated protein kinase interacting 
protein 1), deptor et protor-1 (protein observed with rictor-1). Dans le complexe mTORCl, 
raptor se lie à mTOR sur des répétitions HEAT de sa structure et mLST8  lie le domaine 
kinase de mTOR tandis que dans le complexe mTORC2, rictor et mSINl se lient 
coopérativement à mTOR sur les répétitions HEAT.
HEAT HEAT FAT FRB Kinaie FATC
c^ H R J H
Figure 3: Structure schématique de mTOR
A) Représentation linéaire de mTOR. Les domaines HEAT, FAT, FRB, kinase et FATC 
sont représentés. B) Représentation du complexe FRB (rouge) lié au complexe rapamycine 
(lilas)-FK BP12 (bleu).
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Dans les deux complexes, mLST8  lie le domaine kinase de mTOR. La liaison du complexe 
FKBP-12 rapamcyine sur le domaine FRB inhibe l'activité du complexe mTORCl en 
empêchant l'association entre raptor et mTOR. Le complexe mTORC2 est relativement 
insensible à la rapamycine mais des traitements prolongés à ce macrolide inhibent 
progressivement mTORC2 probablement à cause d'une séquestration progressive des 
réserves de mTOR par le complexe FKBP12-rapamycine [Sarbassov et al., 2006]. La 
signalisation du complexe mTORCl régule plusieurs aspects de la croissance cellulaire 
alors que la signalisation du complexe mTORC2 est impliquée dans différents aspects liés à 
la morphologie cellulaire comme la polarité, la vitesse ainsi que la direction chimiotaxique 
[Jacinto et a i, 2004; Sarbassov et al., 2004].
3.1 Activation de mTORCl
mTORCl est le complexe le mieux connu des deux complexes impliquant mTOR. Un 
aspect phénoménal du complexe mTORCl est le nombre et la diversité de signaux qu'il 
détecte afin de moduler ses différentes cibles intracellulaires. Les voies mTORCl intègrent 
au moins des éléments de quatre voies intra/extracellulaires différentes tels que les facteurs 
de croissance; le statut énergétique; l'oxygène ainsi que les acides aminés afin de contrôler 
des processus variés allant de la synthèse protéique et lipidique à l'autophagie (Figure 4). 
Un des plus importants senseurs de l'activité du complexe mTORCl est le complexe de la 
sclérose tubéreuse (TSC) qui est un hétérodimère comprenant TSC1 et TSC2. Le complexe 
TSC1/2 régule négativement mTORCl par son action GAP "GTPase activating protein" sur 
la petite GTPase Rheb [Li et a l, 2004]. Lorsque Rheb est couplé au GTP, il lie le domaine 
kinase de mTOR et l'active [Long et al., 2005; Sancak et al., 2007]. Les facteurs de 
croissance stimulent mTORCl par l'activation de la voie PI3K-AKT. La liaison de 
l'insuline ou du facteur de croissance apparenté à l'insuline (IGF) favorise l'activité tyrosine 
kinase de leur récepteur et le recrutement du substrat 1 du récepteur à l'insuline (IRS1), la 
production de phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (PtdIns(3,4,5)P3) par l'activation 
de la PI3K ainsi que l'activation d'AKT à la membrane plasmique. L’activation de cette 
signalisation induit une phosphorylation de TSC2 par AKT [Inoki et a i, 2003; Potter et al.,
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2002] et mène à une inactivation du complexe TSC1/2 et donc à une levée de l'inhibition de 
mTORCl par ce complexe. AKT est également en mesure de moduler l'activité de 
mTORCl en favorisant la phosphorylation et la dissociation de PRAS40 de mTORCl 
[Vanderheyden et al., 2009; Sancak et al., 2007].
Le statut énergétique cellulaire est aussi important pour réguler l'activité de mTORCl. Le 
senseur énergétique est la protéine kinase activée par l'AMP (AMPK). En réponse à la 
déplétion énergétique (ration ATP/ADP faible), l'AMPK est activée et phosphoryle TSC2 
ce qui augmente l'activité GAP de TSC2 envers Rheb et réduit l'activation de mTORCl 
[Inoki et al., 2003]. De plus, l'AMPK peut également réduire l'activité de mTORCl en 
phosphorylant raptor directement [Gwinn et al., 2008]. L'oxygène affecte l'activité de 
mTORCl de multiples façons. En condition d'hypoxie légère, la réduction des niveaux 
d'ATP active l'AMPK qui favorise l'activation de TSC2 et donc l'inactivation de mTORCl 
[Arsham et al., 2003; Liu et al., 2006]. L'hypoxie peut également activer TSC1/2 par la 
régulation transcriptionnelle de la protéine REDD1 [Brugarolas et al., 2004] . REDD1 
bloque l'activité de mTORCl en diminuant l'association de TSC2 avec la protéine 14-3-3 
ce qui augmente la quantité de TSC2 disponible et favorise l'inhibition de mTORCl. 
Finalement, l'hypoxie peut aussi réduire l'activité de mTORCl en nuisant à l'interaction 
entre mTOR et Rheb [Li et a l, 2007], Les acides aminés représentent un autre signal 
modulateur de la voie mTORCl. D a été récemment montré que la leucine était transportée 
dans les cellules puis qu'elle pouvait indépendamment du complexe TSC1/2 réguler mTOR. 
Des études ont impliqué la protéine VPS34 dans ce phénomène [Nobukuni et a l, 2005] 
mais le rôle précis de VPS34 dans ce phénomène est toujours inconnu. Récemment, il a été 
montré que les protéines RAG interagissaient avec mTORCl de façon dépendante des 
acides aminés disponibles. Ces protéines se sont avérées essentielles à l'activation de 
mTORCl [E. Kim et al., 2008; Sancak et al., 2008]. En présence d'acides aminés, les 
protéines Rag se lient à raptor et favorisent la relocalisation de mTORCl en région 
périnucléaire, région où est situé Rheb [Sancak et a l, 2008]. En absence d'acides aminés, la 
liaison entre Rheb et mTOR est donc impossible. Finalement, la rapamycine, quant à-elle, 
agit indépendamment des voies classiques de régulation de mTORCl en ciblant 
directement le complexe lorsque liée à la protéine FKBP12.
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Figure 4: Signalisation de mTOR
Schéma simplifié représentant les voies d’activation et les cibles de mTOR dans le 
complexe mTORCl et le complexe mTORC2. Les voies de signalisation de mTOR se 
divisent en deux grandes branches, chacune contrôlée par un complexe différent. Le 
complexe mTORCl peut être activé par l’activation de la voie PI3K-AKT par un facteur de 
croissance; par le status énergétique via la régulation de l’AMPK et par l’état nutritionnel 
via l’activation de Rag GTPase. mTORCl jouerait un rôle dans la synthèse protéique, la 
transcription et l’autophagie. Ce complexe est sensible à la rapamycine. mTORC2 jouerait 
un rôle dans la réorganisation du cytosquelette.
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3.2 Cibles de mTORCl
mTORCl régule positivement la croissance et la prolifération cellulaire en supportant 
plusieurs processus anaboliques incluant la synthèse protéique et lipidique tout en limitant 
les processus cataboliques comme l'autophagie.
Au niveau anabolique, mTORCl contrôle positivement la synthèse protéique, nécessaire 
pour la croissance et la prolifération cellulaire, en activant diverses cibles impliquées dans 
ce phénomène. Notamment, mTORCl phosphoryle la protéine 4E-BP1 ainsi que la 
protéine p70 ribosomal S6  kinase 1 (S6K1). La phosphorylation de 4E-BP1 a pour effet de 
prévenir la liaison de cette protéine à eEF4E ce qui permet à eIF4E de promouvoir la 
traduction dépendante de la coiffe [Richter et Sonenberg, 2005]. La phosphorylation de 
S6K1 par mTORCl mène à une augmentation de la biosynthèse d'ARNm, à une 
augmentation de la traduction et de l'élongation dépendante de la coiffe et de la traduction 
de protéines ribosomales [Ma et Blenis, 2009]. L'activation de mTORCl favorise aussi la 
biogénèse des ribosomes en augmentation la transcription d'ARN ribosomal [Mayer et al., 
2004]. Au niveau de la synthèse lipidique, on commence à comprendre le rôle clé de 
mTORCl. Il a été démontré que mTORCl régule positivement l'activité de SREBP1 et de 
PPARy, deux facteurs de transcription qui contrôlent l'expression de gènes codant pour des 
protéines importantes dans l'homéostasie des lipides et du cholestérol [J. E. Kim et Chen, 
2004]. Le métabolisme ainsi que la biogénèse des mitochondries sont également régulés par 
le complexe mTORCl. D a été montré que l'inhibition de mTOR diminue le potentiel 
membranaire des mitochondries, diminue la consommation d'oxygène et des niveaux 
d'ATP intracellulaire et affecte la phosphorylation de plusieurs protéines mitochondriales 
[Schieke et Finkel, 2006; Schieke et al., 2006]. En ce sens, la délétion conditionnelle de 
raptor dans les muscles squelettiques de souris cause une réduction de l'expression des 
gènes impliqués dans la biogénèse des mitochondries [Bentzinger et a l, 2008]. Au niveau 
catabolique, il a été montré que mTORCl contrôle l'autophagie, phénomène où, par la 
séquestration de constituants intracellulaires à l'intérieur d'autophagosomes et leur 
dégradation par les lysosomes, les cellules peuvent, dans des périodes de jeûne, générer les 
nutriments nécessaires à leur survie. L'autophagie permet ainsi aux cellules d'utiliser leur
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propre matériel biologique pour maintenir actifs les processus essentiels à leur survie 
(synthèse protéique et production énergétique). Des études ont montré que l'inhibition de 
mTORCl augmente l'autophagie alors que la stimulation de mTORCl la diminue 
[Codogno et Meijer, 2005]. Ce mécanisme semble être insensible à la rapamycine [Thoreen 
et Sabatini, 2009]. L'effet inhibiteur de mTORCl se produirait par la phosphorylation d'un 
complexe protéique composé de ULK1, d'ATG13 et de FIP200 [Ganley et al., 2009].
Globalement, on comprend que mTORCl est l'élément central dans la survie et la 
prolifération cellulaire. Ce complexe permet, en étant régulé par les facteurs de croissance, 
les acides aminés, le statut énergétique et l'oxygène, d'activer ou non les voies anaboliques 
ou cataboliques afin de contrôler les fonctions cellulaires de base.
4. Voies dopaminergiques
Les voies dopaminergiques, voies de signalisation activées par la dopamine jouent un rôle 
primordial chez les mammifères. Elles régulent divers processus neurologiques tels que le 
plaisir, la cognition, la mémoire, l'apprentissage, la motricité fine et la modulation de la 
signalisation neuroendocrinienne. La signalisation dopaminergique passe par l'activation 
des récepteurs dopaminergiques qui, au niveau cellulaire et neuronal, contrôlent une 
panoplie de réponses intracellulaires. Des fonctions telles que l'activité locomotrice 
[Missale et al., 1998; Sibley, 1999], le contrôle des phénomènes de récompense [Missale et 
al., 1998; Hyman et al., 2006; Koob et Volkow, 2010], l'apprentissage et la mémoire 
[Goldman-Rakic et al., 2004] sont associés aux voies dopaminergiques neuronales. Au 
niveau périphérique, la dopamine joue un rôle important dans la régulation de l'olfaction, 
des processus rétinaux, des niveaux hormonaux, des fonctions cardiovasculaires, des 
fonctions immunitaires, des fonctions rénales, etc. [Missale et al., 1998; Sibley, 1999; 
Iversen et Iversen, 2007]. Une fois relâchée par les boutons synaptiques, la dopamine active 
des récepteurs dopaminergiques nommés D1 à D5 afin d'activer les différentes voies de 
signalisation nécessaires afin d'obtenir l'effet physiologique souhaité. Une signalisation trop 
forte ou trop faible des voies dopaminergiques cause différents troubles
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neuropsychiatriques comme la schizophrénie [Snyder, 1970; Snyder et al., 1970; Creese et 
al., 1977], la maladie de Parkinson [Ehringer et Homykiewicz, 1960] ou même les troubles 
de dépendance [Hyman et al., 2006; Koob et Volkow, 2010]. Pour cette raison, la 
signalisation dopaminergique est finement régulée chez les mammifères.
4.1 Récepteurs dopaminergiques
Les récepteurs dopaminergiques sont des GPCRs primordiaux dans le contrôle de plusieurs 
fonctions du système nerveux central. La dopamine est le neurotransmetteur et ligand 
endogène primaire de ces récepteurs. Les récepteurs dopaminergiques sont ciblés par les 
antipsychotiques (souvent des antagonistes dopaminergiques) ou des psychostimulants 
(souvent des agonistes dopaminergiques). Il existe cinq sous-types de récepteurs 
dopaminergiques, les récepteurs D l, D2, D3, D4 et D5. Ils sont subdivisés en deux 
familles, les Dl-like qui regroupent les récepteurs Dl et D5 et les D2-like qui regroupent 
les récepteurs D2, D3 et D4 [Andersen et al., 1990; Niznik et Van Toi, 1992; Sibley et al., 
1992; Sokoloff et al., 1992; Civelli et a i, 1993]. On retrouve les récepteurs de la famille 
Dl principalement au cerveau alors que les D2 sont retrouvés autant au cerveau qu'en 
périphérie. Bien que les récepteurs des familles Dl et D2 partagent une grande homologie, 
ils ont des propriétés pharmacologiques distinctes. Les récepteurs de la famille D l sont 
couplés à la protéine Gs, connue pour activer l'adenylyl cyclase (AC) ce qui augmente les 
concentrations intracellulaires du second messager AMPc tandis que les récepteurs de la 
famille D2 sont couplés à la protéine Gy0, connue pour inactiver l'AC ce qui diminue les 
concentrations intracellulaires du second messager AMPc. Il a été démontré que les 
récepteurs de famille Dl sont localisés exclusivement au niveau post-synaptique tandis que 
les récepteurs de famille D2 le sont autant au niveau post-synaptique que pré-synaptique 
sur les neurones dopaminergiques [Sokoloff et al., 2006; Rankin et Sibley, 2010; Rondou et 
a i, 2010]. La diversité des signaux dopaminergiques est due à leur différente répartition 
dans le cerveau et la périphérie. En addition aux nombreux progrès significatifs dans la 
compréhension de la structure, de la génétique et des propriétés pharmacologiques des 
récepteurs dopaminergiques, les études les plus récentes commencent à dévoiler la 
complexité et la diversité des signaux dopaminergiques intracellulaires. Ce savoir mène au
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développement de nouveaux paradigmes qui permettent de définir la contribution de 
nouveaux acteurs dans la pathogénèse de maladies liées au débalancement dopaminergique. 
Il permet de pointer de nouveaux processus intracellulaires afin de développer de nouvelles 
approches pharmacologiques.
4.2 Signalisation dopaminergique
Les fonctions des récepteurs dopaminergiques sont typiquement associées à la régulation de 
l'AMPc et de la PKA via la signalisation dépendante des protéines G. Les récepteurs Dl et 
D5 activent la voie Gs donc l'augmentation de l'AMPc tandis que les récepteurs D2, D3 et 
D4 activent la voie Gi/0 causant ainsi une diminution de l'AMPc [Missale et al., 1998; 
Kebabian et Greengard, 1971; Kebabian et Greengard, 1971; Enjalbert et Bockaert, 1983]. 
La modulation de l'AMPc et de la PKA permet, entre autre, la modulation de CREB, de 
récepteurs ionotropiques (tels que les récepteurs AMPA et NMDA) et de certains canaux 
ioniques [Greengard, 2001]. La complexité des signaux dopaminergiques en aval de la 
modulation de l'AMPc permet plusieurs mécanismes de réponses cellulaires. Notamment, il 
a été montré que les voies des Mitogen-activated protein kinases (MAPK) intègrent les 
actions dopaminergiques aux actions d'autres neurotransmetteurs par la régulation de ERK1 
et ERK2 [Greengard, 2001; Beom et al., 2004; J. Chen et al., 2004; Beaulieu et al., 2006]. 
De multiples études montrent également une signalisation dépendante des GRKs et de 
l'arrestin suite à la stimulation de récepteurs dopaminergiques [Gainetdinov et al., 2004; 
Premont et Gainetdinov, 2007].
Certaines actions enclenchées par les voies dopaminergiques sont indépendantes de 
l'activation des voies Gs et G^0. Les récepteurs D2 sont capables de moduler les niveaux 
intracellulaires de Ca2+ par la régulation de canaux ioniques [Missale et al., 1998; Nishi et 
al., 1997]. Ces effets dopaminergiques seraient associés aux protéines G hétérotrimériques 
Cette phrase semble contredire les précédentes [Hemandez-Lopez et al., 2000]. Les canaux 
calciques de type L et N seraient ainsi régulés par les récepteurs D2 via les sous-unités Py 
des protéines G [Yan et al., 1997]. D a également été montré que les récepteurs
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dopaminergiques étaient capables de moduler certains canaux ioniques par des interactions 
directes [Kisilevsky et Zamponi, 2008].
Il y a certaines preuves dans la littérature qui suggèrent que les récepteurs dopaminergiques 
seraient également en mesure d'activer les voies liées à l'activation de la protéine Gq 
permettant ainsi la mobilisation du Ca2+ provenant du RE. Bien que plusieurs études 
montrent que la dopamine peut causer une mobilisation du Ca2+ ainsi qu'une activation de 
la PKC par le DAG [S. P. Lee, So, Rashid, Varghese, Cheng, Lança, O'Dowd et George, 
2004a], les mécanismes impliqués sont encore peu compris. Parmi les mécanismes 
possibles pour causer cette mobilisation calcique, il a été suggéré que des protéines 
d'interactions permettraient l'assemblage des récepteurs dopaminergiques à différentes 
protéines G [Bergson et al., 2003]. Les travaux du groupe de Clare Bergson suggèrent que 
ce phénomène est possible par l'entremise de la protéine calcyon qui permettrait ainsi aux 
voies dopaminergiques de mobiliser le Ca2+ [Lezcano et al., 2000; Lezcano et Bergson, 
2002; Lidow et al., 2001].
4.3 Calcyon
Calcyon est une protéine activée par le Ca2+ ayant un seul domaine transmembranaire et qui 
se retrouve majoritairement au niveau du système neuronal. Les niveaux.de calcyon sont 
surélevés chez les schizophrènes et la protéine est pressentie pour jouer un rôle important 
dans cette maladie [Koh et al., 2003; Clinton et al., 2005]. Calcyon est constitué d’un N- 
terminal et d’un C-terminal de dimension similaire de part et d'autre du domaine 
transmembranaire [Muthusamy et al., 2009; Saberan-Djoneidi et al., 1995]. Calcyon est 
reconnu comme participant à la régulation de l'endocytose dépendante des clathrines par 
son interaction avec la chaine légère des clathrines (CLC) ainsi qu’avec les protéines 
adaptatrices AP-1, AP-2 et AP-3 qui participent aussi à l'endocytose dépendante des 
clathrines [Xiao et al., 2006]. Par l'entremise d'une interaction avec la protéine PSD-95, 
calcyon forme un complexe tertiaire avec le récepteur dopaminergique Dl permettant ainsi 
de réguler son internalisation [Ha et al., 2012]. De plus, calcyon est considéré comme un 
joueur important dans l'association des récepteurs dopaminergiques et la protéine Gq afin de
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favoriser la signalisation calcique dépendante de la dopamine [Lezcano et a i, 2000; 
Lezcano et Bergson, 2002; Lidow et al., 2001; Dai et a i, 2008].
P r o b l é m a t iq u e
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Nous savons aujourd'hui que le Ca2+ est un second messager clé dans la régulation de la 
plupart des processus intracellulaires. La signalisation calcique grâce à sa versatilité 
permet, selon les besoins cellulaires, d'activer ou d'inactiver certaines protéines, enzymes, 
facteurs de transcription, etc. Au coeur de la signalisation calcique se trouve le récepteur de 
l'inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3R) qui est un canal calcique jouant un rôle central dans la 
régulation du Ca2+ intracellulaire. Bien que de nombreux modulateurs de l'activité calcique 
des IP3RS soient déjà connus, encore aujourd'hui beaucoup de questions sont en suspens. Il 
est essentiel de continuer les efforts afin de comprendre comment les cellules régulent aussi 
finement et de façon spatiotemporelle leur concentration intracellulaire de Ca2+.
Un aspect clé de ce contrôle fin des niveaux intracellulaires de Ca2+ est que plusieurs voies 
de signalisation activent ou interfèrent avec les voies calciques dépendantes de l'IP3 afin 
d’adapter la réponse calcique aux besoins précis de chacun des processus cellulaires. En 
fait, un nombre croissant de preuves et d'observations suggèrent que la régulation 
spécifique des mécanismes de signalisation calcique peut être accomplie par l'activation 
simultanée de plusieurs voies de signalisation. Le débalancement de ces voies calciques 
peut avoir des conséquences fâcheuses sur la santé des cellules et des organismes en 
affectant l’efficacité ou bien l’occurrence de certains phénomènes intracellulaires. En 
débalançant ainsi l’homéostasie calcique, on interfère avec un système cellulaire 
excessivement sensible où chaque paramètre, que ce soit l’intensité, la durée ou la 
localisation du signal calcique entre en jeu afin de répondre aux besoins cellulaires.
Tout d’abord, parmi ces voies, les voies de croissance, de survie et de prolifération 
cellulaire sont susceptibles de réguler l'activité des IP3RS afin de moduler les relâches 
calciques nécessaire à l'activation de certaines voies de transcription ou à l'inactivation de 
phénomènes cataboliques comme l'autophagie. La kinase mTOR est au coeur des signaux 
de croissance et de prolifération cellulaire. Nous croyons que les voies de signalisation 
calcique et les voies de prolifération se croisent dans le cadre d'une régulation de l'H^R par 
la kinase mTOR. Plusieurs indices dans la littérature vont dans ce sens. Tout d'abord, le
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groupe de MacMillan a montré en 2005 que l'inhibition de mTOR par la rapacymine 
affectait négativement l'activité des IP3RS [MacMillan et al., 2005]. Cette étude, cherchant 
a démontré le lien entre FKBP12 et la régulation de l’activité calcique des IP3RS a ouvert la 
porte a une investigation plus exhaustive de l’importance de mTOR dans la régulation des 
IP3RS. Toutefois, dans cette étude, aucune interaction n’a été notée entre mTOR et les 
IP3RS. Ds ont continué leur recherche dans le même sens et en 2009, ils ont démontré une 
association entre le traitement de myocytes par la rapamycine et la diminution des relâches 
calciques dépendantes de l’IP3 [MacMillan et a i, 2009] suggérant ainsi un lien entre les 
voies mTOR et les voies calciques. Dans le même sens, notre laboratoire a démontré que 
l'insuline module l'interaction entre HSP90 et ITP3R par un mécanisme dépendant de 
mTOR [Nguyen et al., 2009]. Sachant que les IP3RS ont plusieurs sites de phosphorylation 
reconnus par mTOR de type (S/T)P [Brunn et al., 1997; Saitoh et al., 2002; Facchinetti et 
al., 2008; Ikenoue et al., 2008], il serait possible de croire qu'en phosphorylant les IP3RS, 
mTOR serait en mesure de contrôler leur activité. Lorsque nous avons débuté nos 
recherches, aucune information n'était connue quant à la régulation des différents sous- 
types d'IPsR par mTOR. D’autres canaux calciques semblent aussi affectés par la régulation 
de mTOR suggérant une nécessité de l’apport calcique pour les actions de survie et de 
croissance de cette kinase [Li et al., 2008].
Un autre exemple flagrant de la régulation des niveaux de Ca2+ intracellulaire par des voies 
de signalisation externes aux voies calciques classiques, est la modulation des 
concentrations calciques par la dopamine. On connait ce neurotransmetteur, essentiel à 
l’apprentissage et à la mémoire, comme régulant les voies de l’AMPc. Ceci dit, plusieurs 
indices et observations laissent croire que ce neurotransmetteur a une action beaucoup plus 
complexe sur les neurones en affectant l’homéostasie calcique. Par exemple, il a déjà été 
montré que les voies de signalisation dopaminergiques ont également été étroitement liées à 
la signalisation calcique. D est déjà clair que ce neurotransmetteur affecte la signalisation 
calcique via la modulation de canaux calciques membranaires dépendants du voltage 
[Missale et al., 1998; Nishi et al., 1997] mais plusieurs éléments suggèrent un rôle 
important dans la modulation des voies dépendantes de l’IP3 . Notamment, dès 1995, Wang 
et al., a montré des éléments suggérant le couplage des DIRs à la protéine Gq et à la
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production d’inositols dans le striatum de rat [Wang et al., 1995]. Dans le même sens, dans 
un contexte rénal, les DIRs sont aussi associés à une signalisation calcique dépendante de 
la voie Gq [Pokkunuri et al., 2013] puis des hétéroligomères D1R-D2R ont aussi été 
associés à l’activation de la voie Gq [Rashid et al., 2007]. Les travaux du groupe de Clare 
Bergson suggèrent un lien fort entre les voies dopaminergiques et les voies calciques 
dépendantes des IP3RS par l'entremise de la protéine calcyon [Lezcano et al., 2000; 
Lezcano et Bergson, 2002; Lidow et a i, 2001]. La découverte d’un mécanisme par lequel 
la dopamine serait en mesure de contrôler les paramètres spatiotemporels des niveaux de 
Ca2+ intracellulaire, est d’importance majeure puisque ce lien pourrait expliquer divers 
troubles neuropsychiatriques comme la schizophrénie et les troubles bipolaires [Berridge et 
Irvine, 1989; Jimerson et al., 1979; Machado-Vieira et al., 2011; Ripova et al., 1997; 
Yarlagadda, 2 0 0 2 b].
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O b je c t if s
Objectif #1 : Déterminer le rôle de la voie de croissance et de prolifération mTOR sur 
l’activité calcique de ITP3R-3 .
Nous avons consacré nos efforts sur l'impact de la régulation de mTOR sur l'activité de 
nP3R-3, un isoforme ayant un rôle majeur dans la sécrétion d'enzymes, d'eau ou d'autres 
facteurs par les cellules des tissus exocrins [Thom et al., 1993; Wakui et al., 1990; 
Futatsugi et al., 2005]. En ce sens, nos études ont été effectuées en utilisant les cellules 
RINm5F, des cellules issues d'un insulinôme de rat, un modèle cellulaire exprimant 95% 
d’IP3R-3.
Objectif #2 : Déterminer le rôle de la voie dopaminergique sur la signalisation 
calcique dépendante des IP3R.
Puisque les cellules PC-12, des cellules de pheochromocytôme de rat, sont abondamment 
utilisées dans l’étude de ces maladies neurologiques, nous avons utilisé ce modèle cellulaire 
pour comprendre par quels mécanismes les voies dopaminergiques pouvaient réguler les 
voies calciques dépendantes des DP3RS.
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Résumé : Le récepteur de l'inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3R), un canal calcique, est le 
principal régulateur de la mobilisation de Ca2+ intracellulaire dans les cellules non- 
excitables. De nouvelles preuves suggèrent que le contrôle spécifique de la signalisation 
calcique est modulé par l'activation de voies de signalisation additionnelles. Dans la 
présente étude, nous avons investigué l'influence des voies PI3-kinase/mTOR sur l'activité 
calcique des BP3R dans les cellules RINm5F. Nous avons utilisé une approche de co- 
immunoprécipitation pour montrer que mTOR interagit physiquement avec l'IP3R- 3  lorsque 
mTOR est activé par différents stimuli. Nous avons aussi montré que l'IP3R- 3  était 
phosphorylé in cellulo par mTOR. Toutes les conditions connues pour influencer l'activité 
de mTOR (IGF-1, wortmannine, rapamycine, PP242, déprivation des cellules en 
nutriments) affectent également la signalisation calcique induite par le carbachol dans les 
cellules RINm5F. Nous avons également effectué des expériences qui permettent de 
mesurer directement l'activité des IP3R pour montrer que mTOR augmente l'affinité 
apparente des IP3R. Sachant que mTOR contrôle la prolifération et l'homéostasie cellulaire 
et que le Ca2+ joue aussi un rôle clé dans ces deux phénomènes, il est logique de croire que 
mTOR facilite les relâches calciques dépendantes des EP3R afin de fournir le Ca2+ 
nécessaire aux actions physiologiques de mTOR.
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Abstract
The inositol 1,4,5-trisphosphate receptor (IP3R), a ligand-gated Ca2+channel, is the main 
regulator of intracellular Ca2+ mobilization in non-excitable cells. An emerging body of 
evidence suggests that specific regulatory control of the Ca2+ signaling pathway is 
modulated by the activation of additional signaling pathways. In the present study, we 
investigated the influence of the PI3-kinase/mTOR pathway on the activity of the Ep3R/Ca2+ 
signaling pathway in RINmSF cells. We used a co-immunoprecipitation approach to show 
that mTOR physically interacts with IP3R- 3  in an mTOR activity-dependent manner. We 
also showed that IP3R is phosphorylated by mTOR in cellulo. All the conditions known to 
modulate mTOR activity (IGF-1, wortmannin, rapamycin, PP242 and nutrient starvation) 
were shown to modify carbachol-induced Ca2+ signaling in RINm5F cells. Lastly, we used 
an assay that directly measures the activity of IP3R, to show that mTOR increases the 
apparent affinity of IP3R. Given that mTOR controls cell proliferation and cell homeostasis, 
and that Ca2+ plays a key role in these two phenomena, it follows that mTOR facilitates 
IP3R-mediated Ca2+ release when the nutritional status of cells requires it.
Introduction
Ca2+ is a key second messenger that influences a vast array of cellular processes, including 
contraction, secretion, cell growth, and cell proliferation. In non-excitable cells, 
intracellular Ca2+ signaling is induced by a wide variety of hormones and growth factors 
that activate phospholipase C isoforms that hydrolyze phosphatidylinositol 4,5- 
bisphosphate to generate the second messenger inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3). 
IP3 activates a receptor/channel (IP3R) on the endoplasmic reticulum and releases stored 
Ca2+ that diffuses throughout the cytosol and triggers Ca2+-dependent cellular responses 
[Berridge, 1993; Joseph and Ryan, 1993; Yoshida and Imai,1997]. In mammalian cells, 
three IP3R subtypes have been identified. Most cell types express different proportions of 
each subtype [Furuichi et al., 1993; Maranto, 1994; Wojcikiewicz and He, 1995; Perez et 
al., 1997; Holtzclaw et al., 2002]. IP3R subtypes are highly homologous and have an 
analogous general structure, including an N-terminal ligand-binding domain, a C-terminal
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channel domain, and an intervening regulatory domain containing binding sites for Ca2+, 
nucleotides, calmodulin, diverse proteins, and modulatory factors, as well as putative 
phosphorylation sites for several protein kinases [Foskett et al., 2007]. The regulatory 
domain shares the least homology among the three IP3R subtypes. This relatively poor 
homology likely confers specific pharmacological and functional properties on each IP3R 
subtype.
Specific regulatory control of the Ca2+ signaling pathway occurs by the concomitant 
activation of other signaling pathways. For example, the cAMP-PKA pathway potentiates 
Ca2+signaling by increasing the sensitivity of IP3R-I, IP3R-2 , and IP3R- 3  [DeSouza et 
al., 2002; Tang et al., 2003; Soulsby et al., 2004; Tu et al., 2004; Wagner et al., 2004; 
Arguin et al., 2007; Regimbald-Dumas et al., 2007]. Numerous isolated observations 
suggest that the PI3K-Akt pathway may also influence the Ca2+ signaling pathway. In 
neuronal and endocrine cells, IP3R is a direct substrate for Akt kinase [Khan et al., 2006; 
Koulen et al., 2008]. In hippocampal neurons, progesterone potentiates Ca2+release by IP3R 
via an Akt-mediated mechanism [Hwang et al., 2009]. In pancreatic islet cells, insulin 
potentiates Gq protein-coupled receptor activation of phospholipase C and Ca2+ signaling 
through an mammalian target of rapamycin (mTOR)-dependent pathway [Kisfalvi et 
al., 2007]. nVinduced Ca2+ release from cerebellar microsomes is decreased by the mTOR 
inhibitor rapamycin [Dargan et al.,2002]. In voltage-clamped colonic myocytes, rapamycin 
also decreases the Ca2+ response evoked by IP3R activation [MacMillan et al.,2005]. In line 
with these observations, our recent work showed that Hsp90 decreases IP3R activity in an 
insulin-dependent manner [Nguyen et al., 2009]. Insulin modulates the interaction between 
Hsp90 and BP3R via an unknown pathway involving Src and mTOR [Nguyen et al., 2009]. 
Based on this information, we hypothesized that mTOR may directly phosphorylate IP3R 
and potentiate its activity.
mTOR is a Ser/Thr kinase that forms functional complexes with several protein partners 
including raptor and rictor. mTOR is activated mainly through the PI3K-Akt pathway [Hay 
and Sonenberg, 2004; Sancak et al., 2007] but also by amino acids through a pathway 
involving bidirectional transport of amino acids across the plasma membrane [Nicklin et
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al., 2009] and by Rag GTPase [Kim et al., 2008; Sancak et al., 2008]. Conversely, when the 
intracellular concentration of ATP is low, mTOR activity is suppressed through a pathway 
involving AMPK [Shaw, 2009]. As a central controller of cell growth, mTOR plays a key 
role in development and aging, and has been implicated in disorders such as cancer [Shaw 
and Cantley, 2006; Dann et al., 2007], cardiovascular disease [Wang et al., 2009], obesity 
[Dann et al.,2007; Rui, 2007; Mori et al., 2009a], and diabetes [Dann et al., 2007; 
Leibowitz et al., 2008; Mori et al., 2009b].
mTOR is also involved in the control of cell proliferation, motility, and survival, as well as 
gene transcription, protein synthesis, and in the spatial control of cell growth by regulating 
the actin cytoskeleton [Fingar and Blenis, 2004; Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004; 
Tsang et al., 2007]. Because many of these processes are Ca2+-dependent, it is coherent that 
mTOR could modulate the Ca2+ signaling system via direct control over IP3R activity.
The purpose of the present study was therefore to investigate the regulation of IP3R activity 
by mTOR. Since no investigation on the susceptibility of the different IP3R subtypes to 
mTOR regulation has been published to date, we conducted the present study using rat 
insulinoma RINm5F cells that predominantly (95%) express the IP3R- 3  isoform. We 
showed that, in RINm5F cells, IP3R- 3  interacted with, and was efficiently phosphorylated 
by mTOR. We also showed that the inhibition of mTOR decreased CCh-induced 
Ca2+ responses and ffyinduced Ca2+ release. These results suggest that mTOR positively 
regulates IP3R-3 -mediated Ca2+ release in RINm5F cells.
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MATERIALS AND METHODS
RPMI medium, fetal bovine serum (FBS), and penicillin-streptomycin-glutamine were 
purchased from Gibco Life Technologies (Gaithersburg, MD). Phosphate-free DMEM was 
purchased from Wisent (St-Bruno, QC, Canada). [32P]Pj (orthophosphate), 0.2 pm 
nitrocellulose membranes, Western Lightning™ Chemiluminescence Reagent Plus, Kodak 
BioMax MR films, and BioMax Light films were purchased from Perkin Elmer (Boston, 
MA). Mouse anti-IP3R- 3  antibody, which recognizes an N-terminal epitope of the protein 
was purchased from BD Biosciences (Mississauga, ON, Canada). Protein AG-agarose was 
purchased from Santa Cruz Technology (Santa Cruz, CA). Peroxidase-conjugated donkey 
anti-rabbit-IgG and sheep anti-mouse-IgG were bought from General Electric Healthcare 
(Baie d'Urfe, QC, Canada). ATP, IGF-1, bovine serum albumin (BSA), PP242, creatine 
phosphokinase, phosphocreatine, saponin, thapsigargin,L-leucine, wortmannin, and 
ionomycin were purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada). Rabbit anti- 
mTOR antibody was purchased from Cell Signaling Technology (Boston, MA). Carbachol 
(CCh), fura-2 (free acid), fura-2/AM, p-glycerophosphate, rabbit anti-raptor antibody were 
purchased from Calbiochem (San Diego, CA). Rabbit anti-rictor antibody was purchased 
from Bethyl Laboratories (Burlington, ON, Canada). Polyvinylidene fluoride (PVDF) 
membranes (0.2 pm) were purchased from Millipore Corporation (Billerica, MA). 
Complete protease inhibitor cocktail was purchased from Roche Molecular Biochemicals 
(Laval, QC, Canada). Sodium pyrophosphate and sodium fluoride were purchased from 
Fisher Scientific (Ottawa, ON, Canada). Rapamycin (mTOR inhibitor) was purchased from 
USBiological (Swampscott, MA).
Ce l l  C u l t u r e s
RINm5F cells (American Type Culture Collection, Manassas, VA) were cultured at 37°C 
in a humidified 5% CO2 atmosphere in RPMI medium containing L-glutamine (2 mM), 
FBS (10%, v/v), penicillin (100U/ml), and streptomycin (100pg/ml). The cells were 
passaged every 3-4 days and were used when they reached 75% confluence.
37
Immunoprécipitation and Western blots
RINm5F cells (107 cells) were washed twice with phosphate-buffered saline (PBS, 137 mM 
NaCl, 3.5 mM KC1, 17.4 mM Na2HP04, 3.5 mM NaH2P 04, 0.9 mM CaCl2, 0.9 mM MgCl2) 
and solubilized in lysis buffer (1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.4) 
supplemented with 10 mM NaF, 2mM Nad^O?, 2mM p-glycerophosphate, and lx  
complete protease inhibitor cocktail for 60 min at 0°C. Insoluble material was precipitated 
by centrifugation at 13,000gfor 15 min at 4°C. For the immunoprécipitation studies, 
identical amounts of protein from each cell extract were incubated overnight at 4°C with 
anti-IP3R-3 , anti-mTOR, anti-raptor, or anti-rictor antibody, and 50 pi of protein-A/G- 
agarose beads. Non-specifically bound proteins were removed by washing the beads three 
times with ice-cold lysis buffer. Bound material was resuspended in 50 pi of lx  Laemmli 
buffer and boiled for 5 min. Cell lysates or immunoprecipitated proteins were resolved by 
SDS-PAGE (6 % resolving gel) at a constant voltage of 130 V for 150min. The protein 
bands were then electrotransferred to a 0.2 pm nitrocellulose membrane for 90 min at 4°C 
at a constant voltage of 100 V in transfer buffer (96 mM glycine, 10 mM Tris-base, 0.01% 
SDS, 20% methanol, pH 8.5). The blots were blocked for 1 h at room temperature in TBS- 
T buffer (20 mM Tris-base, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20, 5% BSA, pH 7.5) and 
incubated overnight at 4°C with mouse anti-IP3R- 3  (1:1,000), rabbit anti-mTOR (1:500), 
rabbit anti-raptor (1:500), or rabbit anti-rictor (1:500) antibody in TBS-T. After three 
washes with TBS-T, the blots were incubated with peroxidase-conjugated sheep anti- 
mouse-IgG (1:20,000) or donkey anti-rabbit-IgG (1:20,000) antibody for lh  at room 
temperature in TBS-T. After three washes with TBS-T, the immune complexes were 
visualized using Western Lightning™ Chemiluminescence Reagent Plus.
In cellulo phosphorylation o f IP3R S
RINmSF cells (107 cells) were washed twice with HBSS (20 mM Hepes, pH 7.4, 120mM 
NaCl, 5.3 mM KC1, 0.8 mM MgS04, 1.8 mM CaCl2) and incubated with phosphate-free 
DMEM supplemented with L-glutamine (2 mM) and [32P]Pi (50 pCi/ml) for 4 h at 37°C. 
The cells were stimulated for different time periods under different conditions, then washed 
and immediately solubilized in lysis buffer. After immunoprécipitation, SDS-PAGE, and 
electrotransfer to a PVDF membrane, labeled bands were revealed by autoradiography
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using BioMax ML films to detect the quantity of IP3R-3 . The PVDF membrane was 
washed in water for 12 h than the phosphorylated IP3R- 3  was revealed by autoradiography 
using BioMax MR films with an intensifying screen for 7 days at -80°C. The degree of 
phosphorylation was quantified by densitometric analysis using Image-J® software 
(developed by the NIH).
Dynamic videoimaging o f cytosolic Co2*
RINmSF cells grown on glass coverslips were washed twice with HBSS buffer and 
incubated with 0.15 pM fura-2/AM in HBSS buffer for 20 min at room temperature in the 
dark. After a de-esterification step (incubation in fresh HBSS for 20 min at room 
temperature), the coverslips were inserted into a circular open-bottom chamber and 
mounted on the stage of a Zeiss Axiovert microscope fitted with an Attofluor Digital 
Imaging and Photometry System (Attofluor Inc., Rockville, MD). This system allows 
simultaneous data acquisition from up to 99 user-defined variably sized regions of interest 
(or cells) per field of view. It can also calculate, at any time point, the average response of 
all the cells selected in the field. Fluorescence from isolated fura 2-loaded cells was 
monitored by videomicroscopy using alternative excitatory wavelengths of 334 and 
380 nm, with an emitted fluorescence of 510nm. All experiments were done at room 
temperature, and the data were expressed as the intracellular free Ca2+ concentration (nM) 
calculated from the 334/380 fluorescence ratio.
IPs-induced Ca2+ release
RINm5F cells (3 x 107 cells) were permeabilized in 2 ml of cytosol-like buffer (20 mM 
Tris-HCl, pH 7.4, 10 mM NaCl, llOmM  KC1, 5mM KH2P04, 2mM MgCl2) 
supplemented with 150 pg/ml of saponin, 0.5 pM fura-2 acid, 20 U of creatine kinase, and 
20 mM phosphocreatine. Fura-2 fluorescence was monitored at 37°C with a Hitachi F-2000 
spectrofluorometer (Hitachi Scientific Instruments Inc., Hialeah, FL) with alternative 
excitation wavelengths of 340 and 380 nm, with an emission wavelength of 510nm. The 
amount of Ca2+ released by IP3 was calculated based on the fluorescent signal obtained with 
an exogenously added Ca2+ standard (4 nmol CaCl2). The maximal fluorescence (R m ax) and 
minimal fluorescence (Rmin) ratios were dètermined by adding 2mM Ca2+then lOmM
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EGTA to the cell suspension. When needed, the free Ca2+concentration was calculated 
according to Grynkiewicz et al. [1985].
D a t a  A n a l y s is
All experiments were performed at least three times. Results are presented as 
means ± standard deviations (SD). When needed, the data were analyzed using Student's t- 
test. Results were considered statistically significant when P  < 0.05 (*).
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RESULTS
mTOR C o - Im m u n p r e c ip i ta te s  W i th  IP3R-3 IN RINm5F C e l l  E x t r a c t s  
To verify whether IP3R interacts with mTOR in growing cells, we used an anti-IP3R- 3  
antibody to immunoprecipitate the EP3R- 3  subtype that is predominantly expressed (95%) 
in RINm5F cells [Wojcikiewicz and He, 1995]. The Western blot shown in Figure 1A 
indicates that mTOR was abundantly expressed in RINm5F cells. When cell extracts were 
immunoprecipitated with an anti-IP3R- 3  antibody, mTOR was detected in the 
immunoprecipitate. In the absence of the anti-IP3R- 3  antibody, mTOR did not adhere to the 
agarose beads. To further confirm the presence of a physical interaction between mTOR 
and IP3R-3 , cell extracts were immunoprecipitated with an anti-mTOR antibody. Figure IB 
shows that IP3R - 3  was expressed in RINm5F cells and that it co-immunoprecipitated with 
mTOR. We next verified whether raptor and rictor (the common partners of mTOR) also 
co-immunoprecipitated with EP3R-3 . Figure 1C shows that when cell extracts were 
immunoprecipitated with an anti-IP3R- 3  antibody, rictor was detected in the 
immunoprecipitate. The reciprocal co-immunoprecipitation shown in Figure ID further 
suggests that rictor interacts with the IP3R-3 . Similarly, Figure IE shows that when the cell 
extracts were immunoprecipitated with an anti-IP3R- 3  antibody, raptor was detected in the 
immunoprecipitate. The reciprocal co-immunoprecipitation shown in Figure IF further 
suggests that raptor interacts with the IP3R-3 . Negative controls using an anti-hemaglutinin 
IgG confirmed that the co-immunoprecipitations of IP3R-3 , raptor and rictor were not due 
to non-specific interaction with irrelevant IgG or with the agarose beads (data not shown). 
These results suggest that IP3R- 3  physically interacts with the mTOR signaling complexes. 
We then verified whether the interaction between mTOR and IP3R - 3  was modified under 
conditions known to increase (stimulating cells with IGF-1) or decrease (pre-treatment with 
rapamycin or 4 h nutrient starvation) the activity of mTOR. When the cell extracts were 
immunoprecipitated with the anti-mTOR antibody, the co-immunoprecipitation of IP3R- 3  
was decreased by rapamycin and by a 4h  nutrient starvation period, but was increased 
when the intact cells were stimulated with IGF-1 (Fig. iE). These results suggest that the in 
























Figure 1. mTOR interacts with IP3R-3 in RINm5F cells.
Panels A, C, and E: After solubilizing RINm5F cells in lysis buffer, the proteins were 
immunoprecipitated with anti-IP3R- 3  antibody, separated by 6% SDS-PAGE, and 
immunodetected with anti-mTOR (A), anti-rictor (C), or anti-raptor (E) antibody. Panels B, 
D, and F: The solubilized proteins were immunoprecipitated with anti-mTOR antibody (B), 
anti-rictor antibody (D), or anti-raptor antibody (F), and separated by a 6 % SDS-PAGE. 
IP3R- 3  was then immunodetected with anti-IP3R- 3  antibody. Panel G: RINm5F cells were 
starved of nutrient (or not) for 4h. They were then treated with IGF-1, rapamycin (rap), or 
vehicle for 10 min, solubilized in lysis buffer, immunoprecipitated with anti-mTOR 
antibody, and immunodetected with anti-Dp3R- 3  antibody. These results are representative 
of three independent experiments.
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mTOR Phosphorylates IP3RS
mTOR is a kinase that regulates the activity of its target substrates by phosphorylation. 
Since its association with IP3R- 3  is dependent on its level of activity, it is very likely that 
mTOR phosphorylates IP3R-3. To verify this hypothesis, we evaluated the impact of 
different conditions known to affect the activity of mTOR on the phosphorylation level of 
IP3R- 3  in intact cells. Figure 2A shows that under basal conditions (RPMI+) IP3R- 3  was 
already phosphorylated in intact RINm5F cells. A pre-treatment of the cells with IGF-1 
increased the level of phosphorylation of IP3R- 3  whereas a pre-treatment of the cells with 
rapamycin decreased the level of phosphorylation of DP3R-3 . The densitometric analysis of 
the autoradiograms (Fig. 2B) indicated that IGF-1 increased the level of phosphorylation of 
IP3R- 3  to 192% (compared to control cells) whereas rapamycin decreased the level of 
phosphorylation of IP3R- 3  to 63%. These results suggested that endogenous mTOR 
phosphorylated IP3R- 3  in intact RINm5F cells.
P I3 K  a n d  m T O R  M o d u la t e  C C h -In d u c e d  C au  R e l e a s e  i n  R IN m S F  C e l l s  
To determine the functional consequence of IP3R- 3  phosphorylation by mTOR, we 
evaluated the cytosolic Ca2+ concentration in intact RINm5F cells bathed in a nominally 
Ca -free medium. Under these conditions, the agonist-induced intracellular Ca increase 
was exclusively due to Ca2+release from the endoplasmic reticulum through IP3R. 
Figure 3A shows that under basal conditions (vehicle) a low dose of the Ca2+-mobilizing 
agonist carbachol (CCh, 3 pM) produced a transient Ca2+ increase with peak amplitude of
44.2 ± 4.5 nM Ca2+. After a pre-treatment with 0.4 pM wortmannin (a PI3K inhibitor), CCh 
produced a significantly lower Ca2+ response, with a peak amplitude of 25.6 ± 6 . 6  nM Ca2+. 
IGF-1 is a known activator of the PI3K pathway. Figure 3C,D show that the Ca2+ response 
induced by 3 pM CCh was significantly increased in cells pre-treated with 100 ng/ml IGF-1
(peak amplitude of 75.0 ± 9.2 nM Ca2+) compared to control cells (peak amplitude of
, ___
53.5 ±5.1 nM Ca ). Clearly PI3K, an upstream activator of mTOR, can regulate IP3-
induced Ca2+release in RINmSF cells. To directly assess the impact of mTOR on IP3-
induced Ca2+release activity, we repeated the experiment using rapamycin, a well-
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Figure 2. mTOR phosphorylates IP3R-3 . Panel A: In cellulo phosphorylation of IP3R-3 . 
RINm5F cells were labeled for 4 h  with 75 pCi/mL [32P]Pi and then incubated for 15 min 
with rapamycin (rap) or IGF-1. After lysing the cells, the proteins were immunoprecipitated 
with anti-Ip3R- 3  antibody, resolved by 6 % SDS-PAGE, and revealed by autoradiography 
(DP3R-3 -P) or Western blotting (IP3R-3 ). Panel B: Densitometric analysis of the 
autoradiograms shown in panel B (means ± SD of data from eight independent experiments, 
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Figure 3. The PI3K pathway modulates CCh-induced Ca2+ release in intact RINm5F cells. 
RINm5F cells were loaded with Fura-2/AM and bathed in a nominally Ca2+-free 
extracellular medium. The cells were imaged using a Zeiss Axiovert microscope (40x oil 
immersion objective) coupled to an Attofluor imaging system. Panel A: Representative 
recordings of intracellular Ca2+ levels before and after the addition of 3 pM CCh to cells 
pre-treated with vehicle or with wortmannin (Wort). Each trace shows the average response 
of 60-75 cells per microscope field. Panel B: Average Ca2+ responses (peak amplitude) of 
cells stimulated with 3 pM CCh after a pre-treatment with vehicle or with wortmannin 
(mean ± SD of results obtained from three independent experiments, *P < 0.05 compared to 
control). Panel C: Representative recordings of intracellular Ca2+ levels before and after the 
addition of 3pM  CCh to cells pre-treated with vehicle or with IGF-1 (IGF). Panel D: 
Average Ca2+ responses (peak amplitude) of cells stimulated with 3 pM CCh after a pre­
treatment with vehicle or with IGF-1 (mean±SD of results obtained from three 
independent experiments, *P < 0.05 compared to control).
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Figure 4. Rapamycin decreases CCh-induced Ca2+ release in intact RINm5F cells. 
RINm5F cells were loaded with Fura-2/AM and bathed in a nominally Ca -free 
extracellular medium. The cells were imaged using a Zeiss Axiovert microscope (40x oil 
immersion objective) coupled to an Attofluor imaging system. Panel A: Representative 
recordings of intracellular Ca2+levels before and after the addition of 3 pM CCh to cells 
pre-treated with vehicle or rapamycin (rap). Panel B: Average Ca2+responses (peak 
amplitude) of cells stimulated with 3 pM CCh after a pre-treatment with vehicle or 
rapamycin (mean ± SD of results obtained from three independent experiments, *P < 0.05 
compared to control). Panel C: Dose-response curves for CCh-induced Ca2+release in 
intact RINm5F cells pre-treated with rapamycin (triangle) or vehicle (square). Panel D: 
Dose-dependent inhibitory effect of rapamycin on 3 pM CCh-induced Ca2+ release in intact 
RINm5F cells. After a pre-treatment with increasing concentrations of rapamycin, RINm5F 
cells were stimulated with 3 pM CCh and their intracellular Ca2+level was measured by 
Fura-2 fluorescence as described in Panel A. Results are expressed as % of the response 
obtained in the absence of rapamycin (100%). These results (mean ± SD) are representative 
of three independent experiments, *P < 0.05 compared to control). Panel E: Store-operated 
Ca2+entry in RINm5F cells pre-treated with vehicle or with rapamycin. Representative 
recordings of intracellular Ca2+levels obtained after the depletion of the intracellular 
Ca2+ store with thapsigargin (Thaps) and after restoring the extracellular Ca2+ concentration 
to 1.8 mM. Panel F: Average Ca2+responses (peak amplitude) obtained after treating the 
cells with thapsigargin and after restoring the extracellular Ca2+ concentration (means ± SD 
of results obtained from five independent experiments, *P < 0.05 compared to control).
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by CCh (3 pM) was significantly lower in cells pre-treated with rapamycin (peak amplitude 
of 35.3 ± 7.2 nM Ca2+) than in control cells (peak amplitude of 64.9 ± 11.7 nM Ca2+). The 
dose-response curve for CCh-induced Ca2+ release in rapamycin-treated cells (Fig. 4C) 
showed a rightward shift (EC50 of 14.5 ± 4.6 pM CCh) compared to that obtained with 
control cells (ECsoof 6 . 8  ± 1.9 pM CCh). Figure 4D shows the dose-dependent inhibitory 
effect of rapamycin on CCh-induced Ca2+ release activity. In paired experiments (similar to 
those shown in Fig. 4A,B), there was no significant difference in the amount of 
Ca2+ released by untreated and rapamycin-treated cells at a maximal concentration of 
300 pM CCh (as also seen in Fig. 4C). A treatment with 2 pM thapsigargin (SERCA pump 
inhibitor), followed by the addition of 1.8 mM extracellular CaCh, revealed that the IP3 - 
releasable Ca2+pool (61.7 ±8.5 and 59.6 ± 8.2 nM Ca2+) and the store-operated Ca2+entry 
pathway (94.3 ±4.6 and 99.8 ± 3.1 nM Ca2+) were similar in control and rapamycin-treated 
cells, respectively (Fig. 4E,F). These results suggest that mTOR potentiated DVinduced 
Ca2+ release by increasing the apparent affinity of DP3R-3 . They also show that mTOR did 
not affect the content of the intracellular pool of Ca2+ nor the function of the capacitative 
Ca2+ entry channel, two important components of the Ca2+ signaling machinery.
To further confirm that mTOR potentiated DVinduced Ca2+ release activity, we tested the 
effect of different mTOR modulators. PP242 is known to inhibit mTOR by targeting its 
ATP-binding domain. Figure 5A,B show that the Ca2+ response induced by 3 pM CCh was 
significantly decreased in cells pre-treated with 10 pM PP242 (peak amplitude of 
25.73 ±2.2 nM Ca2+) compared to that of control cells (peak amplitude of 38.03 ±4.7 nM 
Ca2+). In addition, mTOR is inhibited by low nutrient levels and growth factor deprivation, 
but is activated by amino acids, particularly branched amino acids such as L-leucine 
[Nicklin et al., 2009]. Figure 6  shows that the Ca2+ response induced by CCh (3 pM) was 
significantly lower in cells that had been starved of nutrient and growth factor for 4 h (peak 
amplitude of 44.7 ±8.1 nM Ca2+) than in control cells (peak amplitude of 60.3 ± 7.9 nM 
Ca2+). After a 4h  period of nutrient starvation, cells that had been treated with 10mM L- 
leucine produced a CCh-induced Ca2+response similar to that of control cells (peak 
amplitude of 62.8 ± 12.9 nM of Ca2+). Interestingly, rapamycin
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Figure 5. PP242 decreases CCh-induced Ca2+ release in intact RINm5F cells. RINm5F 
cells were loaded with Fura-2/AM and bathed in a nominally Ca2+-free extracellular 
medium. The cells were imaged using a Zeiss Axiovert microscope (40x oil immersion 
objective) coupled to an Attofluor imaging system. Panel A: Representative recordings of 
intracellular Ca2+levels before and after the addition of 3 pM CCh to cells pre-treaded or 
not with 10 pM PP242.). Panel B: Average Ca2+responses (peak amplitude) of cells 
stimulated with 3 pM CCh after a pre-treatment with vehicle or with PP242 (mean ± SD of 
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Figure 6 . Cellular nutritional status modulates CCh-induced Ca2+ release in intact RINm5F 
cells. RINm5F cells were loaded with Fura-2/AM and bathed in a nominally Ca2+-free 
extracellular medium. The cells were imaged using a Zeiss Axiovert microscope (40x oil 
immersion objective) coupled to an Attofluor imaging system. Panel A: Representative 
recordings of intracellular Ca2+ levels before and after the addition of 3 pM CCh to cells 
deprived of nutrients (or not) and pre-treated (or not) with L-leucine (Leu) or with 
rapamycin. The inset shows the average Ca2+responses (peak amplitude) of cells 
stimulated with 3 pM CCh after a pre-treatment with vehicle, rapamycin or L-leucine 
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abolished the effect of L-leucine on starved cells (peak amplitude of 37.3 ± 10.6 nM Ca2+). 
These results suggest that mTOR potentiated Dyinduced Ca release in RINm5F cells 
(Fig. 6 ).
P r e -T r e a t m e n t  o f  R IN m 5 F  Ce l l s  W it h  R a p a m y c in  D e c r e a s e s  IP j-In d u c ed  
Ca u  R e l e a s e
To directly evaluate the effect of mTOR on IP3R activity, we used a direct Dyinduced 
Ca2+ release assay that measures the ambient Ca2+concentration by fura-2 fluorescence. The 
assay directly measures the Ca2+ released via IP3R in permeabilized cells when exogenous 
IP3 is added. Figure 7A shows a typical experiment where 0.3 pM IP3 released Ca2+ from 
permeabilized RINm5F cells. The amount of Ca2+released was calibrated by the exogenous 
addition of 10 nmol CaCy Figure 7A-C show that 0.3 pM IP3 released less Ca2+from 
permeabilized cells that had been pre-treated with rapamycin (peak amplitude of 
280.5 ± 67.0 nM Ca2+) than from control permeabilized cells (peak amplitude of 
609.2 ± 81.8 nM Ca2+). Figure 7D shows that the dose-response curve for Dyinduced 
Ca2+ release from rapamycin-treated cells was shifted to the right (EC50 of 0.61 ±0.05 pM 
IP3) compared to the curve obtained with control cells (EC50 of 0.29 ± 0.06 pM IP3). In 
paired experiments (similar to those shown in Fig. 7A,B), there was no significant 
difference in the amount of Ca2+released by control and rapamycin-treated cells at a 
maximal dose of 10 pM IP3 (also seen in Fig. 7D). A treatment with 2pM  ionomycin 
revealed that the Dyreleasable Ca2+pool of rapamycin-treated cells (2.12 ±0.39 pM Ca2+) 
was similar to that of control cells (2.01 ±0.29pM  Ca2+; Fig. 7E). These results suggest 
that mTOR potentiated agonist-induced Ca2+ responses in RINm5F cells by increasing the 
apparent affinity of IP3R. Similarly, Figure 8 A-C show that 0.3 pM IP3 released less 
Ca2+ from permeabilized cells that had been pre-treated with 10 pM PP242 (peak amplitude 
of 226.2 ± 24.5 nM Ca2+) than from control permeabilized cells (peak amplitude of 
471.4 ±43.5 nM Ca2+). A treatment with 2pM  ionomycin revealed that the Dyreleasable 
Ca2+ pool of PP242-treated cells (1.95 ±0.19 pM Ca2+) was similar to that of control cells 
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Figure 7. Rapamycin decreases DVinduced Ca2+ release in permeabilized RINm5F cells. 
RINm5F cells ( 3 x l0 7) were permeabilized with 150 pg/ml saponin and pre-treated for 
5 min with vehicle (A) or with rapamycin (B) in a cytosol-like medium containing 0.5 pM 
fura-2 acid. Ca2+ was then partially released with 0.3 pM IP3 . The amount of Ca2+ released 
by IP3 was calibrated by adding 4 nmoles of exogenous Ca2+. These traces are 
representative of results obtained in at least three independent experiments. Panel C: 
Average amounts of Ca2+ released from permeabilized cells stimulated with 0.3 pM 
IP3 after a pre-treatment with vehicle or with rapamycin (mean ± SD of results obtained 
from three independent experiments, *P<0.05 compared to control). Panel D: Dose- 
response curves for nyinduced Ca2+release from permeabilized cells pre-treated with 
vehicle (circle) or with rapamycin (square). Panel E: Total content of the intracellular 
Ca2+ store (released with 2 pM ionomycin) of permeabilized RINm5F cells pre-treated with 
vehicle (empty bar) or with rapamycin (filled bar). The data shown in panels D and E 
represent the means ± SD of results obtained from three independent experiments 
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Figure 8 . PP242 decreases ffyinduced Ca2+ release in permeabilized RINm5F cells. 
RINm5F cells ( 3 x l0 7) were permeabilized with 150 pg/ml saponin and pre-treated for 
5 min with vehicle (A) or with 10 pM PP242 (B) in a cytosol-like medium containing
0.5 pM fura-2 acid. Ca2+ was then partially released with 0.3 pM IP3. The amount of 
Ca2+ released by IP3 was calibrated by adding 4 nmoles of exogenous Ca2+. These traces are 
representative of results obtained in at least three independent experiments. Panel C: 
Average amounts of Ca2+ released from permeabilized cells stimulated with 0.3 pM 
IP3 after a pre-treatment with vehicle or with PP242 (mean ± SD of results obtained from 
three independent experiments, *P<0.05 compared to control). Panel D: Total content of 
the intracellular Ca2+ store (released with 2 pM ionomycin) of permeabilized RINm5F cells 
pre-treated with vehicle (empty bar) or with PP242 (filled bar). The data shown in panels C 
and D represent the means ±SD of results obtained from three independent experiments 
(*P < 0.05 compared to control).
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DISCUSSION
In the present study, we used a co-immunoprecipitation approach to show that IP3R- 3  
interacts physically with mTOR and with its common functional partners raptor and rictor. 
The interaction was strengthened under conditions that increased the activity of mTOR and 
was weakened under conditions that decreased the activity of mTOR. Similarly, we showed 
that the phosphorylation of IP3R- 3  was increased by IGF-1 and decreased by rapamycin. 
mTOR phosphorylates some of its substrates at a conserved non-catalytic residue within the 
motif Phe-X-X-Phe-Ser/Thr-Tyr (where X is any amino acid), which is conserved from 
yeast to mammals [Alessi et al., 2009]. Rat IP3R- 3  does not have such a motif. However, it 
was recently shown that mTOR can also target proline-directed sites [Brunn et al., 1997; 
Saitoh et al., 2002; Facchinetti et al., 2008; Ikenoue et al., 2008]. Rat IP3R - 3  has several 
Thr-Pro or Ser-Pro sites that could be targets for phosphorylation by mTOR. To our 
knowledge, we are the first to report a functional association between mTOR and IP3R and 
to show that mTOR phosphorylates IP3R-3 . In a recent study showing that rapamycin 
decreases Dyinduced Ca2+ release in colonic myocytes, MacMillan et al. [2005] could not 
co-immunoprecipitate mTOR with IP3R-I. Either their cell model lacked an essential 
component or their experimental conditions did not favor a stable association between 
mTOR and IP3R-I. Another likely explanation could be that the specificity of IP3R 
subtypes may influence the stability of the complex with mTOR. While RINm5F cells are 
known to express almost exclusively IP3R-3 , the IP3R subtypes expressed in colonic 
myocytes, and their relative proportions, are unknown. Further work is needed to verify 
these possibilities.
We used intact RINm5F cells bathed in a Ca2+-free medium to show that wortmannin 
(PI3K inhibitor) decreases CCh-induced Ca2+release, whereas IGF-1 increases CCh- 
induced Ca2+ release. These results are in agreement with several studies showing that Akt 
potentiates D^R-mediated Ca2+ release [Khan et al., 2006; Koulen et al., 2008; Hwang et 
al., 2009]. While these studies clearly identified Akt as an important component of the 
PI3K pathway involved in the regulation of EP3R activity, they did not take into account the 
possible participation of mTOR, which is a downstream component of this pathway. We
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showed that rapamycin, PP242 and nutrient starvation decreased CCh-induced Ca release, 
whereas L-leucine reversed the effect of nutrient starvation. These results clearly identified 
mTOR as a modulator of intracellular Ca2+ signaling. Because rapamycin did not modify 
the content of the thapsigargin-sensitive Ca2+ pool, the decreased Ca2+ release was likely 
due to a decrease in the activity of IP3R. Dose-response curves for CCh-induced 
Ca2+ release were shifted rightward in the presence of rapamycin, indicating a decrease in 
the apparent affinity of IP3R. To directly assess the effect of mTOR on IP3R function, we 
investigated the effect of rapamycin and PP242 on HVinduced Ca2+ release in 
permeabilized RINm5F cells. This is a straightforward assay that evaluates the direct effect 
of EP3 on its receptor/channel. As previously observed with intact cells, rapamycin did not 
modify the ionomycin-sensitive Ca2+pool of permeabilized cells, indicating that mTOR 
acted on IP3R. The rightward shift of the dose-response curve for HVinduced Ca2+ release 
also revealed that rapamycin decreases the apparent affinity of IP3R in RINm5F cells.
In colonic myocytes, MacMillan et al. [2005] observed that rapamycin decreases IP3- 
induced Ca2+release, suggesting that mTOR plays a positive modulatory role via an 
unknown mechanism. Puzzlingly, they did not observe a similar effect of rapamycin in 
vascular myocytes. The authors suggested that this discrepancy may be due to differences 
in the two tissues. As mentioned above, the specific subtypes of IP3R expressed in these 
tissues could explain, in part, such differences. To get a clear picture on the effect of mTOR 
on IP3R, it is important to know which IP3R subtypes are expressed in a particular cell type 
or, alternatively, to stiidy tissues or cells that express only one subtype. We also observed 
that mTOR potentiated HVinduced Ca2+release in AR4-2J cells that express almost 
exclusively the IP3R-2 isoform [Regimbald-Dumas et al., 2011]. Therefore, mTOR appears 
to produce the same potentiating effect on IP3R- 2  and EP3R- 3  isoforms. Further work is 
needed to evaluate the effect of mTOR on IP3R-I.
The fact that mTOR positively modulates IP3R- 3  activity in RINmSF cells indicates that 
mTOR is important in regulating Ca2+ signaling. Interestingly, Khan and Joseph recently 
showed that basal autophagic flux may be negatively regulated by H^R-dependent 
Ca2+signals acting to maintain an elevated mTOR activity. They suggested that Ca2+ is a
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positive regulator of mTOR himself. IP3R and mTOR seem to be intimately linked 
together, reciprocally regulating their activity. This cross-talk between the Ca2+ signaling 
and the PI3K/Akt/mTOR pathways associates two of the main pathways involved in cell
•y.
growth and proliferation. Since the fine regulation of intracellular Ca is involved in most 
cellular processes, it is coherent that mTOR, which is key for cell survival, regulates 
Ca2+ signaling. This regulatory role with respect to Ca2+ signaling provides further evidence 
for the involvement of mTOR in many disorders, including cancer, diabetes, obesity, and 
cardiovascular diseases.
In conclusion, we showed that in RINm5F cells mTOR phosphorylates EP3R - 3  and
increases its sensitivity to IP3 , indicating that it is involved in the fine regulation of
*\ ,
intracellular Ca level and cell functions.
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Résumé : Les niveaux intracellulaires de Ca2+ sont régulés finement dans le système 
neuronal. La perte de l’homéostasie calcique est associée à de nombreuses maladies 
neurologiques et neuropsychiatriques tels que la maladie de Parkinson, la maladie 
d’Alzheimer et la schizophrénie. Nous avons investigué les mécanismes impliqués dans la 
signalisation calcique intracellulaire dans les cellules PC-12. La stimulation de cellules PC- 
12 différenciées par le NGF avec 3 pM d’ATP a causé une relâche rapide et transitoire de 
Ca2+ suivie d’une relâche calcique retardée. Nous avons montré que la relâche calcique 
retardée est dépendante de la stimulation des cellules par l’ATP et de la sécrétion de 
dopamine par les cellules PC-12. Nous avons également montré que les relâches calciques 
retardées étaient abolies en présence de spiperone suggérant que cette relâche est due à 
l’activation de récepteur dopaminergique de type D2 par la dopamine sécrétée par les 
cellules. Nos résultats montrent que ce phénomène est indépendant de l’activité de la PKA 
mais dépendant de l’activité des PLC. De plus, nous avons montré qu’une étape 
d’endocytose est nécessaire pour induire la relâche tardive de Ca2+. Sachant l’importance 
de calcyon dans le phénomène d’endocytose dépendante des clathrines, nous avons vérifié 
le rôle de cette protéine dans le phénomène de relâche calcique tardive. L’utilisation 
d’ARN interférant ciblant calcyon sur les cellules PC-12 a bloqué la relâche tardive tout en 
diminuant les relâches calciques dépendantes de PIP3 induites par l’ATP et en affectant la 
capacité oscillatoire de ces cellules. Nos résultats suggèrent que calcyon est impliqué dans 
l’internalisation des récepteurs D2 par un mécanisme encore inconnu qui cause par le fait
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même la relâche calcique tardive dans les cellules PC-12. Chez les schizophrènes, la perte 
de l’homéostasie calcique dépend de l’augmentation des niveaux de calcyon qui permet 
ainsi de maintenir les niveaux de Ca2+ élevés tout en accentuant également la signalisation 
dopaminergique.
66
Mechanism of dopamine D2 receptor-induced Ca2+ release in PC-12 ceils
Marc-Olivier Frégeau, Maxime Carrier and Gaétan Guillemette*
Department of Pharmacology, Faculty of Medicine and Health Sciences, University of 
Sherbrooke, Sherbrooke, Quebec, J1H5N4, Canada
Keywords : Calcium; Calcyon; Dopamine; PC-12 cells; IP3 receptor
♦Correspondence to: Prof. Gaétan Guillemette, Faculty of Medicine and Health Sciences, 
Department of Pharmacology, Université de Sherbrooke, 3001- 12th Avenue North, 
Sherbrooke, QC, Canada J1H 5N4. E-mail: gaetan.guillemette@usherbrooke.ca. Received 




Intracellular Ca2+ levels are tightly regulated in the neuronal system. The loss of Ca2+ 
homeostasis is associated with many neurological diseases and neuropsychiatrie disorders 
such as Parkinson’s, Alzheimer’s, and schizophrenia. We investigated the mechanisms 
involved in intracellular Cq2+ signaling in PC-12 cells. The stimulation of NGF- 
differentiated PC-12 cells with 3 pM ATP caused an early Ca2+ release followed by a 
delayed Ca2+ release. The delayed Ca2+ release was dependent on prior ATP priming and 
on dopamine secretion by PC-12 cells. Delayed Ca2+ release was abolished in the presence 
of spiperone, suggesting that it is due to the activation of D2 dopamine receptors (D2R) by 
dopamine secreted by PC-12 cells. This was shown to be independent of PKA activation 
but dependent on PLC activity. An endocytosis step was required for inducing the delayed 
Ca2+ release. Given the importance of calcyon in clathrin- and AP-mediated endocytosis, 
we verified the role of this protein in the delayed Ca2+ release phenomenon. siRNA 
targeting of calcyon blocked the delayed Ca2+ release, decreased ATP-evoked IP3R- 
mediated Ca2+ release, and impaired subsequent Ca2+ oscillations. Our results suggested 
that calcyon is involved in the internalization of D2R through an unknown mechanism that 
causes a delayed n^R-mediated Ca2+ release in PC-12 cells. In schizophrenia, Ca2+ 
dysregulation may depend on the upregulation of calcyon, which maintains elevated Ca2+ 
levels as well as dopamine signaling.
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1. Introduction
Ca2+ is a highly versatile intracellular second messenger that regulates a multitude of 
cellular processes, including contraction, secretion, cell growth, and cell proliferation. It 
can trigger exocytosis at synaptic endings within microseconds and can drive gene 
transcription and cell proliferation for hours. Intracellular Ca2+ homeostasis is primordial 
for the cell. The disruption or loss of this homeostasis can lead to several neuronal 
disorders, including Alzheimer's disease [1,2], bipolar disorders [3,4], and schizophrenia 
[5,6].
Altered Ca2+ signaling may be central to the molecular mechanisms of schizophrenia. In 
2002, Yarlagadda et al. proposed a model wherein the disruption of Ca2+ homeostasis is the 
main link between the glutamatergic and dopaminergic anomalies associated with 
schizophrenia [7]. The interaction of the dopamine system with Ca2+ signaling is well 
documented. Ca2+ is involved in the regulation of dopamine uptake by synaptic vesicles [8 ], 
the signaling of type 2 dopamine receptors (D2R) is regulated by Ca2+ through CaMKII [9], 
and DIR can directly and indirectly regulate the activity of NMDA Ca2+ channels [10,11]. 
While dopamine receptors (DR) are traditionally known to modulate cAMP signaling 
pathways, several studies have shown that inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3)-mediated Ca2+ 
release is associated with DR activation. Bergson et al. first suggested that calcyon, a 
putative type II membrane protein, enables the coupling of DIR and D5R to the Gq/n 
protein following Ca2+ priming. This coupling triggers a delayed H^R-mediated Ca2+ 
release [12]. On the other hand, Lee et al. demonstrated that the co-activation of co­
expressed DIR and D2R results in a PLC-mediated increase in intracellular Ca2+ levels that 
is independent of Ca2+ priming [13]. It is now clear that, in some situations, DR can trigger 
an ff^R-mediated Ca2+ release. However, the cellular mechanisms involved in this delayed 
Ca2+ release are poorly understood and need further investigation. The role and importance 
of calcyon in DR-mediated Ca2+ release is especially unclear.
The purpose of the present study was thus to investigate the mechanism underlying the 
delayed Ca2+ release and to clarify the link between the regulation of IPsRs and 
schizophrenia-related Ca2+ disorders. We used the rat pheochromocytoma neuronal PC-12
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cell line, which is commonly used in schizophrenia studies, to investigate these phenomena. 
We also used Ca2+ imaging techniques to show that calcyon is necessary for D2R- 
dependent delayed IPsR-mediated Ca2+ release in PC-12 cells. We also showed that calcyon 
interacts with IP3R and positively regulates its Ca2+ release activity.
2. Materials and methods
2.1. Materials
RPMI medium, fetal bovine serum (FBS), horse serum, penicillin, streptomycin, and 
glutamine were from Gibco Life Technologies (Gaithersburg, MD, USA), NGF was from 
Alomone Laboratories (Jerusalem, Israel), a-IP3R- 3  antibody and collagen type I Biocoat 
cellware coverslips were from BD Biosciences (Mississauga, ON, Canada), protein AG- 
agarose was from Santa Cruz Technology (Santa Cruz, CA, USA), high performance 
chemiluminescence films, peroxidase-conjugated donkey a-rabbit-IgG, and sheep a-mouse- 
IgG were from GE Healthcare (Buckinghamshire, UK), Western Lightning™ 
Chemiluminescence Reagent Plus was from Perkin Elmer (Boston, MA, USA), ATP, 
bovine serum albumin (BSA), thapsigargin, dopamine, H-89, SCH 23390, U73122, 
U73443, spiperone, and dynasore were from Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada), 
mouse a-calcyon antibody was from Abeam (Cambridge, MA, USA), fura-2/AM and 0.2- 
pm polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes were from Millipore Corporation 
(Billerica, MA, USA), botulinum toxin type F was from Metabiologics (Madison, WI, 
USA), and anti-calcyon siRNAs were from Thermo Scientific (Rockfort, EL, U SA).
2.2. Cell cultures
PC-12 cells (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) were cultured at 
37°C in a humidified 5% CO2 atmosphere in RPMI medium containing 2 mM L-glutamine, 
5% (v/v) FBS, 10% (v/v) horse serum, 100 U/ml of penicillin, and 100 pg/ml of 
streptomycin. The cells were passaged every three days and were then differentiated for six 
days with 100 ng/ml NGF when they reached 70% confluence prior to being used.
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2.3. Immunoprécipitation and Western blotting
PC-12 cells (10 x 106 cells) were washed twice with phosphate-buffered saline (137 mM 
NaCl, 3.5 mM KC1, 17.4 mM Na2H P04) 3.5 mM NaH2P04, 0.9 mM CaCl2, and 0.9 mM 
MgCl2) and were solubilized with lysis buffer (1% Triton X-100, 150 mM NaCl, and 
50 mM Tris-HCl, pH 7.4) for 60 min at 4°C. Insoluble material was precipitated by 
centrifugation at 13 000 g for 15 min at 4°C. For immunoprécipitation studies, identical 
amounts of protein from each sample were incubated with anti-IP3R-3 , anti-NCS-1, or anti- 
calcyon antibodies and 50 pi of protein AG-agarose beads overnight at 4°C. Non- 
specifically bound proteins were removed by washing the beads three times in ice-cold 
lysis buffer. Bound material was solubilized, resuspended in 50 pi of IX Laemmli buffer, 
and boiled for 5 min. For immunoblots, cell lysates and immunoprecipitated proteins were 
separated on a 12% (for calcyon detection) SDS-PAGE gel at 130 V for 150 min and were 
transferred to a 0.2-pM PVDF membrane in a 96 mM glycine, 10 mM Tris-base, 1% SDS, 
and 20% methanol buffer for 90 min at 100 V and 4°C. The blots were blocked for 1 h at 
room temperature with TBS-T buffer (20 mM Tris-base, 150 mM NaCl, and 0.1% Tween- 
20) containing 5% (w/v) BSA. They were then incubated overnight at 4°C with mouse anti- 
calcyon antibody (1:500) in TBS-T supplemented with 5% BSA. After three washes with 
TBS-T, the blots were incubated with a peroxidase-conjugated sheep anti-mouse-IgG 
(1:20,000) for 1 h at room temperature in TBS-T supplemented with 5% skim milk. They 
were then washed three times with TBS-T, and the immune complexes were visualized 
using Western Lightning™ Chemiluminescence Reagent Plus.
2.4. Dynamic video imaging of cytosolic Ca2+
Fluorescence from fura-2-loaded cells was monitored as previously described [14]. Briefly, 
PC-12 cells grown on collagen I-coated coverslips were differentiated by incubating them 
with 100 ng/mL of NGF for six days. They were washed twice with HBSS buffer and were 
loaded with 1 pM fura-2/AM in HBSS buffer for 20 min at room temperature in the dark. 
After a de-esterification step (incubation in fresh HBSS for 20 min at room temperature), 
the coverslips were inserted into a circular open-bottom chamber and were mounted on the 
stage of an Olympus microscope fitted with a Metafluor digital imaging and photometry 
system. The system allows the simultaneous acquisition of images of variably sized regions
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or cells per field of view. The fluorescence emitted by isolated fura 2-loaded cells was 
monitored by videomicroscopy using alternating excitatory wavelengths of 340 nm and 380 
nm. Emitted fluorescence was recorded at 510 nm. All experiments were performed at 
room temperature, and the results are expressed as intracellular free Ca2+ concentrations 
(nM) calculated using the 340/380 fluorescence ratio.
2.5. Data analysis
Results are expressed as means ± standard deviation. When needed, the results were 
analyzed using Student’s t test. P values < 0.05 were considered statistically significant (*).
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3. Results
3.1. Stimulation of PC-12 cells with ATP induces an IPaR-dependent Ca2+ release.
We first characterized the ability of differentiated PC-12 cells to mobilize intracellular Ca2+ 
via IP3RS. Given that PC-12 cells express purinergic receptors [15] and that extracellular 
ATP plays an important role as neurotransmitter by signaling through P2Y metabotropic 
receptors [16], we used ATP to activate P2Y2 GqPCR in order to induce n^R-dependent 
Ca2+ release. Figure 1A shows that intact PC-12 cells bathing in a medium containing 1.8 
mM Ca2+ rapidly mobilized Ca2+ following the addition of 3 pM ATP. Interestingly, about
•y , y  1
200 s after the first Ca release, a second Ca release occurred. Similar results were 
obtained when the experiment was repeated with cells bathing in a nominally Ca2+-free 
medium (Fig IB). These results suggested that the increase in intracellular Ca2+ levels is 
mainly due to D^R-dependent Ca2+ release from the endoplasmic reticulum (ER).
3.2. ATP priming is required for the type 2 dopamine receptor-evoked delayed Ca2+ 
release by PC-12 cells.
To determine the mechanism by which the delayed Ca2+ release occurs, we first 
investigated whether a sustained stimulation with ATP was required. Figure 2A shows that 
the delayed Ca2+ release was abolished when the PC-12 cells were stimulated with ATP for 
only 90 s before removing the extracellular medium and replacing it with ATP-free 
medium. This suggested that the continuous presence of ATP is required for the delayed
y ,
Ca release. Another possibility might be that by removing the extracellular medium we 
removed a neurotransmitter secreted by PC-12 cells that is responsible for the delayed Ca2+ 
release. PC-12 cells are known to secrete dopamine [17,18]. Figure 2B shows that a 
delayed Ca2+ release was elicited when PC-12 cells were stimulated with ATP for only 90 s 
before removing the extracellular medium and replacing it with a medium containing 400 
pM dopamine, suggesting that ATP-evoked dopamine secretion by PC-12 cells is sufficient 
to cause the delayed Ca2+ release. Figure 2C shows that pretreating the PC-12 cells with 
2 nM botulinum toxin F, which is known to block exocytosis [19], had no effect on the first 
ATP-mediated Ca2+ release but abolished the delayed Ca2+ release, suggesting that the 
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Fig 1. ATP induces IPjR-dependent Ca2+ release in PC-12 cells. PC-12 cells were 
loaded with fura-2/AM and were bathed in a nominally Ca2+-free extracellular medium. 
The cells were imaged using an Olympus microscope coupled to a Metafluor imaging 
system. Representative recordings of intracellular Ca2+ levels before and after the addition 
of 3 pM ATP to cells bathing in a medium containing 1.8 mM Ca2+ (A) or in a nominally 
Ca2+-free medium (B). The results are representative of n = 123 cells (A) and n = 354 cells 
(B) from three independent experiments.
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Figure 2D shows that when PC-12 cells were stimulated solely with 400 pM dopamine, no 
Ca2+ release was elicited, suggesting that a priming step with ATP is required for the 
dopamine-evoked delayed Ca2+ release. Figure 3A shows that when PC-12 cells were 
pretreated with 5 pM SCH 23390, a selective DIR subtype antagonist, the delayed Ca2+ 
release still occurred. Figure 3B shows, however, that the delayed Ca2+ release was 
abolished when the cells were pretreated with spiperone (5 pM), a selective D2R 
antagonist, suggesting that ATP-evoked dopamine secretion by PC-12 cells is responsible 
for the delayed Ca2+ release through the activation of a D2R.
3.3. The D2R-evoked delayed Ca2+ release is dependent on PLC activity but is 
independent of PKA activity.
Since D2R is known to modulate cAMP levels through Gj/ 0 signaling, we verified the effect 
of modulating PKA levels on D2R-evoked delayed Ca2+ release. Figure 4A shows that a 5- 
min pretreatment of PC-12 cells with 10 pM of the PKA inhibitor H-89 did not abolish 
ATP-evoked delayed Ca2+ release, although a significant decrease in the amplitude of both 
the ATP-mediated first Ca2+ release and the delayed Ca2+ release was observed. Figure 4B 
shows that a 5-min pretreatment of PC-12 cells with 10 pM forskolin, a PKA activator, had 
no effect on the delayed Ca2+ release, although a significant increase in the amplitude of 
both the ATP-evoked first Ca2+ release and the delayed Ca2+ release was observed, 
suggesting that the delayed Ca2+ release is not strictly dependent on the activity of PKA, 
although it can be modulated by PKA, which has been shown to positively modulate the 
Ca2+ release activity of all three IP3R subtypes [20-22].
We next verified whether the delayed Ca2+ release was due to de novo synthesis of IP3 by a 
PLC or simply due to the re-sensitization of IP3R to previously synthesized IP3 in the 
cytosol. Figure 5A shows that treating PC-12 cells with 10 pM U73122, a PLC inhibitor, 
exactly 90 s after starting a stimulation with 3 pM ATP abolished the delayed Ca2+ release. 
Figure 5B shows that a similar treatment with U73443, an inactive analogue of U73122, 
had no effect, suggesting that a functional PLC producing new IP3 is essential for the D2R- 
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Fig 2. ATP priming is required for the dopamine-evoked Ca2* release in PC-12 cells.
PC-12 cells were loaded with fura-2/AM and were bathed in a nominally Ca2+-free 
extracellular medium. The cells were imaged using an Olympus microscope coupled to a 
Metafluor imaging system. Panel A: Intracellular Ca2* levels of a representative cell 
stimulated with 3 pM ATP for 90 s. Panel B: Intracellular Ca2* levels of a representative 
cell stimulated with ATP for 90 s then with dopamine for 5 min. Panel C: Intracellular Ca2* 
levels of a representative cell stimulated with ATP following a 1 h treatment with 
botulinum toxin F (Bont X F). Panel D: Intracellular Ca2* levels of a representative cell 
stimulated with dopamine. The results are representative of n = 208 cells (A), n = 193 cells 


















Fig 3. D2 class DR mediates the dopamine-evoked Ca2* release in PC-12 cells. PC-12
cells were loaded with fura-2/AM and were monitored live with the Metafluor imaging 
system. Panels A and B: Intracellular Ca2+ levels of a representative cell stimulated with 3 
pM ATP following a 5 min pretreatment with the DIR antagonist SCH 23390 (A) or with 
the D2R antagonist spiperone (B). The results are representative of n = 135 cells (A) and n 


































0 lo Ô  400 600
Time (s)
Fig 4. PKA is not essential for the dopamine-evoked Ca2* release in PC-12 cells. PC-12
cells were loaded with fura-2/AM and were monitored live with the Metafluor imaging 
system. Panels A and B: Intracellular Ca2* levels of a representative cell stimulated with 
ATP following a 5 min pretreatment with the PKA inhibitor H-89 (A) or with the PKA 
activator forskolin (B). The results are representative of n = 354 cells (A) and n = 301 cells 
(B) from three independent experiments.
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Fig 5. PLC is essential for the dopamine-evoked Ca2+ release in PC-12 cells. PC-12
cells were loaded with fura-2/AM and were monitored live with the Metafluor imaging 
system. Panels A and B: Intracellular Ca2+ levels of a representative cell stimulated with 
ATP following a 5 min pretreatment with the PLC inhibitor U73122 (A) or with the 
inactive PLC inhibitor U73443 (B). The results are representative of n = 313 cells (A) and n 
= 336 cells (B) from three independent experiments.
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3.4. D2R internalization is crucial for the D2R-evoked delayed Ca2* release in PC-12 
cells.
Since the time frame of the delayed Ca2* release was of the same order as the time frame 
for GPCR internalization, we verified whether an internalization process was involved in 
the delayed Ca2+ release phenomenon. Figure 6  shows that a 30-min pretreatment of PC-12 
cells with 80 pM dynasore, a dynamin inhibitor known to block the internalization of 
GPCRs [23], abolished the delayed Ca2+ release (Fig. 6 B). A similar pretreatment with the 
vehicle DMSO had no effect (Fig. 6 A). These results suggested that D2R needs to 
internalize before eliciting the delayed release of Ca2+ by PC-12 cells.
3.5. Calcyon is essential for the dopamine-evoked Ca2* release in PC-12 cells.
Since calcyon has previously been shown to play a role in the internalization of DR [24,25], 
we verified whether it influenced the delayed Ca2* release. Figure 7B shows that PC-12 
cells transfected with anti-calcyon siRNA (siCal) did not produce a delayed Ca2* release in 
response to ATP. Figure 7A shows that the transfection of control siRNA had no effect on 
the ATP-evoked delayed Ca2* release. These results suggested that calcyon is essential for 
the delayed Ca2* release. Figure 7B also shows that PC-12 cells transfected with siCal 
responded to ATP with a single spike of relatively low amplitude compared to control cells 
that responded to ATP with several, higher-amplitude oscillations (Fig. 7A). Figure 7C 
shows that only 25.6 ± 5.8% of the cells transfected with siCTRL did not respond to ATP 
whereas 39.0 ± 4.7% responded with a single spike and 35.4 ± 4.9% responded with a few 
Ca2* oscillations. After transfection with siCal, 23.9 ± 7.9% of the cells did not respond to 
ATP whereas 53.5 ± 6.3% responded with a single spike and 21.9 ± 3.7% responded with 
Ca2* oscillations (Fig. 7C). Figure 7D shows that the average response of 22 cells 
transfected with siCTRL was robust and reached an amplitude of 74.8 ± 4.8 nM Ca2* (Fig. 
7E). It should be noted that the delayed Ca2* release showed up as irregular fluctuations in 
the baseline due to the fact that individual cells responded asynchronously. Figure 7D 
shows that the average response of 23 cells transfected with siCal was relatively weak, with 
a maximum amplitude of 60.1 ± 5.1 nM Ca2* (Fig. 7E). As observed with single cells, the 
average trace of these 23 cells did not show a delayed Ca2* release. The dose-response 
curve for ATP-evoked Ca2* release in PC-12 cells transfected with siCal showed a
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rightward shift, with an EC50 of 9.3 ± 0.3 pM ATP compared to the EC50 of 3.2 ± 0.2 pM 
ATP obtained with PC-12 cells transfected with siCTRL (Fig. 7F). In paired experiments, 
there was no significant difference in the amount of Ca2+ released by siCTRL-transfected 
cells and siCal-transfected cells at a maximum concentration of 100 pM ATP. These results 
suggested that calcyon is not only involved in the mechanism of delayed Ca2+ release but it 
also affects DVinduced Ca2+ release activity by increasing the apparent affinity of IP3R.
To verify whether other aspects of PC-12 Ca signaling are affected by calcyon, we 
measured the content of the intracellular Ca2+ pool, store-operated Ca2+ entry, and receptor- 
operated Ca2+ entry. Figure 7G shows that, in the absence of extracellular Ca2+, a treatment 
with 2 pM thapsigargin (a SERCA pump inhibitor) resulted in the release of the same 
amount of Ca2+ from the intracellular pool of cells transfected with siCTRL or siCal. After 
emptying the intracellular pool of Ca2+, there was no significant difference in the store- 
operated Ca2+ entry (SOCE) of cells transfected with siCTRL and cells transfected with 
siCal when the extracellular Ca2+ concentration was restored by adding 1. 8  mM Ca2+ to the 
extracellular medium. After restoring the extracellular Ca2+ concentration, there was no 
significant difference in the receptor-operated Ca2+ entry (ROCE) of cells transfected with 
siCTRL and cells transfected with siCal following the addition of 3 pM ATP. These results 
suggested that calcyon does not modify the content of the intracellular pool of Ca2+ and 
does not influence the store-operated or receptor-operated Ca2+ entry pathways, three 
important components of the Ca2+ signaling machinery.
To verify whether IP3R interacts with calcyon in cells, we used an anti-IP3R- 3  antibody to 
immunoprecipitate the IP3R- 3  subtype that is predominantly expressed in PC-12 cells (data 
not shown). When cell extracts were immunoprecipitated with the anti-IP3R- 3  antibody, 
calcyon was detected in the immunoprecipitate (Fig. 7H). In the absence of the anti-IP3R- 3  
antibody, calcyon did not bind to the agarose beads. These results suggested that the in 
cellulo interaction between calcyon and IP3R- 3  might lead to the modulation of IP3R- 3  
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Fig 6. Internalization of D2R is essential for the dopamine-evoked Ca2* release in PC- 
12 cells. PC-12 cells were loaded with fura-2/AM and were monitored live with the 
Metafluor imaging system. Panels A and B: Intracellular Ca2* levels of a representative cell 
stimulated with ATP following a 30 min pretreatment with vehicle (A) or dynasore (B). 
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Fig. 7. Calcyon is essential for the delayed Ca2* release in PC-12 cells and increases 
IPaR-dependent Ca2* release activity. PC-12 cells were loaded with Fura-2/AM and were 
monitored live with the Metafluor imaging system. Panels A and B show typical 
fluorescence traces that are representative of intracellular Ca2* fluctuations in response to 3 
pM ATP in PC-12 cells transfected with siCTRL (A) or siCal (B). These typical results are 
representative of 302 individual cells (panel A) and 375 individual cells (panel B) from 
three independent experiments. Panel C: Proportion of cells that did not respond to 3 pM 
ATP (white) or that responded with a single Ca2* spike (grey) or with Ca2* oscillations 
(black). Panel D: Average response of PC-12 cells stimulated with 3 pM ATP after 
transfection with siCTRL (average of 22 cells, black) or with siCal (average of 23 cells,
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red). Panel E: Average Ca2+ responses (first peak amplitude) of cells shown in panel D. 
Panel F: Dose-response curves for ATP-evoked Ca2+ release in cells transfected with 
siCTRL (black) or siCal (red). Panel G: Average Ca2+ responses (peak amplitude) obtained 
after treating the cells with thapsigargin to evaluate the content of the intracellular Ca2+ 
pool (POOL), followed by the restoration of the extracellular Ca2+ concentration to 1.8 mM 
to evaluate store-operated Ca2+ entry (SOCE), and then the addition of 3 pM ATP to 
evaluate receptor-operated Ca2+ entry (ROCE). These typical results are representative of 
435 individual cells (siCTRL) and 305 individual cells (siCal) from three independent 
experiments. Means ± S.D. * p < 0.05 compared to control. Panel H: After solubilizing PC- 
1 2  cells in lysis buffer, the proteins were immunoprecipitated with an anti-IP3R- 3  antibody, 
separated by 12% SDS-PAGE, and immunodetected with an anti-calcyon antibody. Panel I: 
After solubilizing PC-12 cells in lysis buffer, the proteins were immunoprecipitated with an 
anti-calcyon antibody, separated by 6 % SDS-PAGE, and immunodetected with an anti- 




In the present study, we used Ca2+ imaging techniques to show that Ca2+ signaling in PC-12 
cells occurs via two distinct but linked IPiR-mediated Ca2+ releases. We showed that the 
first Ca2+ release in PC-12 cells bathed in a nominally Ca2+-free extracellular medium, 
which is due to the activation of the P2Y2 receptor by ATP, is followed within a few 
minutes by a second Ca2+ release. This delayed Ca2+ release did not occur when the 
extracellular medium was removed shortly after the stimulation with ATP. In addition, it 
did not occur in the presence of spiperone, a D2R antagonist, or following a pretreatment 
with botulinum toxin F, an exocytosis blocker. A delayed Ca2+ release could be elicited by 
adding dopamine shortly after removing the extracellular medium of cells that had been 
stimulated with ATP. Given that PC-12 cells can secrete dopamine following an increase in 
intracellular Ca2+ levels [17,18], these results suggested that the activation of PC-12 cells 
with ATP causes a P2Y2-mediated Ca2+ release that, in turn, leads to a rapid release of 
dopamine. The secreted dopamine likely activated D2R via an autocrine/paracrine effect 
that resulted in a delayed Ca2+ release. This interpretation is consistent with previous 
studies showing that, under specific conditions, dopamine can evoke a Ca release in 
D1HEK293 cells [12], in primary cultures of neocortical and hippocampal neurons [26], 
and in neuronal cultures [13]. Tang et al. and Hemandez-Lopez et al. also reported DR- 
mediated Ca2+ signaling in striatal medium spiny neurons [27,28].
It is important to note that dopamine alone was unable to trigger a Ca2+ release. As we 
showed, prior Ca2+ mobilization by ATP is required to produce the delayed Ca2+ release. 
The need for such a priming step has also been reported to be essential for dopamine- 
evoked Ca2+ release in D1HEK293 cells, in primary cultures of neocortical and 
hippocampal neurons, and in neuronal cultures [12, 13, 29, 30]. It is not clear why such a 
priming step is so important, but it may be related to the delay observed between the first 
Ca2+ release and the second Ca2+ release.
Since D2Rs are coupled to Gi/0, we verified whether the delayed Ca2+ release was 
dependent on the activity of this signaling pathway. We showed that inhibiting PKA with 
H-89 or activating PKA with forskolin did not abolish the ATP-evoked delayed Ca2+
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release. These results suggested that PKA is not essential for inducing the delayed Ca2+ 
release and that, in PC-12 cells, this phenomenon is independent of the classic D2R 
activation of Gi/0. However, we observed that H-89 decreases and forskolin increases the 
amplitudes of the ATP-evoked first and delayed Ca2+ releases. This modulatory effect of 
PKA may be associated with its ability to phosphorylate IP3RS and enhance the Ca2+ release 
activity of these channels [20-22]. Forskolin and 8 -Br-cAMP, two PKA activators, are 
unable to mimic dopamine-evoked Ca2+ responses in primary cultures of neocortical and 
hippocampal neurons [26]. Since DIR and D2R have been shown to produce a similar Ca2+ 
release under specific conditions and since these receptors act through different G  proteins 
(G s and Gj/0) with opposite effects on PKA, it makes sense that their Ca2+ signaling is 
associated with a mechanism that does not involve PKA.
The classic mechanism by which GPCRs activate Ca2+ release is through the stimulation of 
G q/n, which activates PLCp, which in turn hydrolyzes PIP2 to form IP3. We thus verified 
whether the delayed Ca2+ release was dependent on PLC activation. The addition of 
U73122, a specific PLC inhibitor, blocked the delayed Ca2+ release that followed the ATP- 
evoked first Ca2+ release. It is important to note that our experiments were performed using 
cells bathing in a nominally Ca2+-free extracellular medium and, as such, the increase in 
intracellular Ca2+ that we observed was due to the release of Ca2+ from the ER. These 
results suggested that the delayed Ca2+ release is dependent on the activity of PLC and on 
the generation of IP3 , as suggested previously [27].
Chun et al. recently showed that the D1R-D2R heteromer can mobilize Ca2+ by a 
mechanism involving the activation of Gq/n and other unknown downstream signaling 
pathways [31]. We observed a delay lasting several minutes between the ATP-evoked first 
Ca2+ release and the second Ca2+ release. This delay was approximately the same as that 
reported by Tang and Bezprozvanny with respect to the generation of dopamine-evoked 
Ca2+ oscillations [27]. Since the time frame of the delayed Ca2+ release was similar to the 
time frame for GPCR internalization, we verified whether an internalization process was 
involved in the delayed Ca2+ release phenomenon. The delayed Ca2+ release was abolished 
following a pretreatment with dynasore, a specific inhibitor of dynamin that is known to be 
essential for D2R internalization [23,32],. Interestingly, calcyon, a Ca2+ binding protein,
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plays a role in clathrin- and AP-dependent endocytosis [33,34] and the internalization of 
DR [24,25], and is also required for DIR-mediated Ca2+ release [12]. We showed that the 
ATP-evoked delayed Ca2+ release was abolished following the transfection of PC-12 cells 
with an anti-calcyon siRNA. Ali et al. showed that a priming step consisting of a first Ca2+ 
mobilization was required to recruit calcyon at the plasma membrane and allow DIR 
internalization [24, 35]. We also showed that a priming step is required for the dopamine- 
evoked Ca2+ release. These results suggested that calcyon is involved in a mechanism in 
which the internalization of D2R plays an important role in the activation of PLC. Once 
internalized, D2R activates Ca2+ signaling by an unknown pathway involving calcyon. 
Apart from their downstream signaling pathway, a common feature of the mechanism of 
action of most GPCRs is their release of (3y subunits, which activate different effectors and 
which have been associated with DR-induced Ca2+ signaling [31]. Another pathway 
common to most GPCRs is their phosphorylation by GRKs and their association with 
arrestins, which facilitate receptor endocytosis by recruiting components of the endocytotic 
machinery [36]. Arrestins have also recently been shown to form signaling complexes that 
play a role in many cellular events [37], some of them possibly leading to PLC activation. 
Further work is needed to determine whether arrestins or the py subunits of G proteins are 
involved in the mechanism of dopamine-evoked Ca2+ signaling in PC-12 cells.
We also showed that calcyon interacts with IP3R- 3  and regulates ff^R-induced Ca2+ release 
by increasing the apparent affinity of IP3R. We further showed that the knockdown of 
calcyon does not affect the thapsigargin-sensitive ER Ca2+ store, store-operated Ca2+ entry, 
or receptor-operated Ca2+ entry, suggesting that calcyon plays a specific modulatory role in 
Ca2+ signaling by regulating IP3R. To our knowledge, we are the first to report that a Ca2+ 
channel is regulated by calcyon. Since calcyon is activated by Ca2+, this regulatory 
mechanism represents a positive feedback of Ca2+ by IP3R activity.
Schizophrenia has been associated with excess D2R signaling and Ca2+ dysregulation. 
Interestingly, calcyon levels have been shown to be higher in schizophrenia [38-40]. By 
participating in the dopamine-evoked delayed Ca2+ release and in the regulation of IP3R-
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induced Ca2+ release, calcyon appears to play a significant role in both aspects of the 
disease. Since D2Rs are targeted by most antipsychotic drugs, it would be interesting to 
investigate the role that calcyon plays in other neurologic disorders such as anxiety, 
locomotor hyperactivity [41], and working memory dysfunction [42].
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Ce qui est le plus impressionnant dans la signalisation calcique, c’est l’ampleur de son 
champ d’action et la diversité de ses effecteurs. Un simple ion est capable de contrôler üne 
multitude de processus cellulaires [Berridge, 1997]. Le Ca2+ est capable de contrôler tous 
ces processus grâce à la complexité de ses propriétés spatio-temporelles. L’amplitude, la 
fréquence, la période, la localisation et la propagation de ses signaux dans l’espace sont
contrôlés par l’expression d’un ensemble de protéines qui, selon le type de cellules, est
>
différent. Au centre de cette signalisation calcique, se retrouvent les IP3Rs qui participent à 
l’initiation et à la propagation de ces signaux. Plusieurs caractéristiques de ces canaux 
contribuent à la diversité de la signalisation calcique. Notamment, il existe .trois gènes 
(itprl, iîpr2 et itpr3) encodant l’IP3R-l, l’IP3R-2 et l’IP3R-3 respectivement [Ross et a i, 
1992; Blondel et a i, 1993; Sudhof et a i, 1991; Furuichi et a i, 1989; Maranto, 1994a], il 
existe un épissage alternatif des itprs [Danoff et a i, 1991; Nakagawa et a i,  1991; Ferris et 
Snyder, 1992; Nucifora et al., 1995], la possibilité d'un assemblage en homo ou 
hétérotétramère [Maeda et a i, 1991; Maeda et a i, 1990; Joseph et a i, 1997; Joseph et a i, 
2000] ainsi que la possibilité d'une régulation des IP3Rs par diverses molécules ou protéines 
[Patterson et a i,  2004; Vanderheyden et a i, 2009; Foskett, White, Cheung et Mak, 2007a; 
Patterson, van Rossum et a i,  2004]. Bien que de nombreux modulateurs de l'activité 
calcique des IP3Rs soient déjà connus, encore aujourd'hui beaucoup de questions sont en 
suspens. En fait, un nombre croissant de preuves et d'observations suggèrent que la 
régulation spécifique des mécanismes de signalisation calcique peut être accomplie par 
l'activation simultanée de plusieurs voies de signalisation. De nombreuses voies de 
signalisation sont maintenant montrées comme étant capables d’activer ou d’interférer avec 
les voies calciques dépendantes de l'IP3 afin d’adapter la réponse calcique aux besoins 
précis de chacun des processus cellulaires [Ferris et a i,  1991; Wojcikiewicz et Luo, 1998; 
Chaloux et a i,  2007; Matter et a i, 1993; Arguin et a i, 2007; Caron et a i, 2007; Akl et a i, 
2013; Boehning et a i, 2005; Regimbald-Dumas et a i, 2007]. Les deux études présentées 
dans cette thèse explorent le rôle de deux voies de signalisation primordiales pour les 
cellules par leur capacité de régulation des voies calciques dépendantes de l’IP3. Elles
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mettent en lumière l’importance de chacun des éléments de signalisation dans la 
maintenance de l’homéostasie calcique intracellulaire.
La première étude démontre que la protéine kinase mTOR régule positivement l’activité de 
FEP3R - 3  dans les cellules RINm5F (Figure 5). Dans cette étude, nous avons montré, avec 
une approche de co-immunoprécipitation, que mTOR et ses partenaires (Raptor et Rictor) 
interagissaient avec l’IP3R-3 . Cette interaction était favorisée en présence de conditions 
augmentant l’activité de mTOR et diminuée en présence de conditions diminuant l’activité 
de mTOR. En ce sens, nous avons également montré que les niveaux d’IP3R- 3  
phosphorylés étaient augmentés en présence d’IGF (activateur de la voie mTOR) et 
diminués en présence de rapamycine (inhibiteur de mTOR). Il est connu que mTOR peut 
exercer son activité kinase sur des résidus non-catalytiques conservés Phe-X-X-Phe- 
Ser/Thr-Tyr (où X est n’importe quel acide aminé) [Alessi et al., 2009]. Cependant, FIP3R- 
3 de rat ne contient pas ce motif. La capacité de phosphorylation de TIP3R- 3  par mTOR 
provient sans doute de la phosphorylation de sites Thr-Pro ou Ser-Pro, présents en grande 
quantité sur TIP3R-3 , puisqu’il a été montré tout récemment que mTOR peut également 
cibler ces sites [Saitoh et al., 2002; Facchinetti et al., 2008; Ikenoue et al., 2008; Brunn, 
Hudson et al., 1997]. Nos travaux sont à notre connaissance, les premiers à démontrer une 
association fonctionnelle entre mTOR et l’IP3R. Nous avons précédemment montré que 
mTOR a la capacité de phosphoryler FIP3R- 2  [Regimbald-Dumas et al., 2011] et TIP3R-3 . 
En ce qui concerne ITP3R-I, dans une étude parue en 2005, le groupe de MacMillan a été 
incapable de démontrer une interaction entre FIP3R-I et mTOR [MacMillan et al.,2005]. 
La divergence entre ce résultat et le notre peut être attribuable au fait que le modèle 
cellulaire utilisé dans l’étude de MacMillan peut ne pas contenir tous les composants 
essentiels à une interaction suffisamment solide entre mTOR et les IP3R ou simplement à 
des divergences de conditions expérimentales. Nos modèles, ayant permis de montrer une 
interaction entre TIP3R- 3  et mTOR ainsi qu’entre TIP3R- 2  et mTOR, peuvent laisser croire 
en une spécificité de mTOR envers ces sous-types seulement, excluant ainsi l’EPsR-l de ce 
processus. Étant donné que nous ne connaissons pas la composition en EP3RS des myocytes 
de colon (modèle utilisé par MacMillan), il est difficile de confirmer ou d’invalider cette 
hypothèse à l’heure actuelle.
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Figure 5: Régulation de TIP3R-3 par mTOR
Schéma expliquant le rôle de mTOR dans le complexe mTORCl pour réguler positivement 
l’activité calcique de TIP3R-3. L’activation de mTORCl (stimulation par des facteurs de 
croissance, par des nutriments, etc.) cause une augmentation des relâches calciques 
dépendantes des DP3R-3 . L’inhibition de mTORCl (Rapamycine, jeûne, etc.) cause une 
diminution des relâches calciques.
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L’interaction entre mTOR et TIP3R- 3  et la capacité de cette kinase à phosphoryler TIP3R- 3  
sont des indices qui suggèrent que mTOR est en mesure de réguler l’activité calcique de ces 
canaux. Nos observations en spectrofluorimétrie confirment cette hypothèse. En effet, des 
cellules RINm5F, baignées dans un milieu sans Ca2+ extracellulaire, traitées avec la 
wortmannine (un inhibiteur de la PI3K, en amont de mTOR) ont des relâches calciques 
induites par le Cch plus faibles que les cellules traitées avec le véhicule. Également, le 
traitement des cellules avec l’IGF-1 augmente leurs réponses calciques. Ces résultats 
concordent avec ceux de plusieurs études qui ont identifié Akt (en amont de mTOR) 
comme un composant essentiel à la régulation de l’activité des IP3RS [Koulen et a l, 2008; 
Hwang et al., 2009; Khan et a i, 2006]. Ces études n’ont pas exploré l’ensemble de la voie 
PI3K-Akt-mTOR. Le rôle de mTOR dans la régulation des réponses calciques est très peu 
documenté. Nous avons montré que la rapamycine, le PP242 et la privation nutritionnelle, 
trois conditions diminuant l’activité de mTOR et l’interaction entre mTOR et TIP3R-3 , 
diminuent également les relâches calciques induites par le Cch sans affecter les réserves 
calciques sensibles à la rapamycine et les entrées SOC et ROC suggérant un rôle direct de 
régulation sur les IP3RS. Inversement, si on redonne de la L-leucine aux cellules privées en 
nutriment, les relâches calciques sont restaurées via la réactivation de mTOR. L’effet direct 
de mTOR sur la fonction des IP3RS a été confirmé par des études calciques effectuées avec 
des cellules RINm5F perméabilisées, ce qui permet d’étudier les relâches calciques 
induites directement par l’ajout d’IP3 exogène. Avec cette approche, nous avons observé 
que l’inhibition pharmacologique préalable de mTOR (avec la rapamycine ou le composé 
PP242) diminue les relâches calciques induites par FIP3 exogène. La courbe concentration- 
réponse pour les relâches calciques induites par LIP3 exogène révèle quant à elle une 
diminution de l’affinité apparente de ITP3R pour n P 3 lorsque mTOR est inhibé. Nos 
résultats sont soutenus par une récente étude de Martin-Cano et al. qui démontre que dans 
des cellules musculaires lisses vieillissantes, mTOR est en mesure de faciliter la 
mobilisation calcique dépendente des EP3RS [Martin-Cano et al., 2013].
D’un point de vue physiologique, compte tenu des rôles principaux des voies mTORCl, on 
peut réaliser à quel point la régulation des voies calciques selon les besoins cellulaires est 
tout à fait logique. mTOR étant au carrefour des voies de survie et de prolifération, l’apport
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calcique est bénéfique au soutien de ses rôles. En fonction des besoins pour activer ses 
effecteurs, mTOR est ainsi capable de réguler l’activité calcique des DP3RS pour contrôler 
précisément les propriétés spatiotemporelles calciques. Dans ce sens, en plus d’une 
régulation de l’amplitude de relâche calcique de TIP3R-2 , nous avons montré également 
que la phosphorylation de cette isoforme par mTOR affectait les signaux calciques en 
augmentant la capacité oscillatoire des cellules [Regimbald-Dumas et a l, 2007]. Une autre 
observation, en accord avec l’importance du Ca2+ dans les fonctions dépendantes de 
mTOR, est que le niveau de Ca2+ cellulaire affecte le phénomène d’autophagie. En ce sens 
Decuypere et al. suggèrent que le Ca2+ régule l’autophagie en permettent la production 
d’ATP par la mitochondrie ce qui diminue l’activité de l’AMPK et augmente l’activité de 
mTOR (qui régule négativement l’autophagie) [Decuypere et a l, 2013] D’autres 
régulateurs de l’autophagie comme ERK, CaMKKp et PKC0 sont aussi affectés par le Ca2+ 
[Hoyer-Hansen et a l, 2007; Sakaki et a l, 2008; Wang et a l, 2008]. Ce rôle de mTOR 
permet d’assurer aux cellules un niveau de Ca2+ suffisant pour la croissance et la 
prolifération cellulaire. Il a été récemment montré également que mTOR est en mesure 
d’assurer des niveaux de Ca2+ adéquat pour ses activités via la modulation d’autres canaux 
calciques afin de favoriser l’entrée SOC par exemple [Ogawa et a l, 2012].
D’un point de vue global, la relation entre les voies calciques dépendantes des IP3RS et la 
voie mTORCl est une autre preuve que la coordination de plusieurs voies de signalisation 
permet aux cellules de bien coordonner leurs fonctions cellulaires selon les conditions 
externes et internes grâce à une modulation précise du Ca2+.
La deuxième étude présentée dans cette thèse explore la relation entre la voie de 
signalisation dopaminergique et la voie calcique dépendante des IP3RS. Il s’agit d’une autre 
situation où les voies de signalisation sont finement inter reliées. Des voies principalement 
connues comme étant indépendantes du Ca2+ peuvent affecter l’activité des IP3 RS pour ainsi 
moduler finement les niveaux de Ca2+ intracellulaire et s’autoréguler afin d’atteindre des 
objectifs précis. Nous avons montré que la protéine calcyon permet l’activation retardée des 
voies calciques dépendantes des IP3RS suite à l’activation du récepteur dopaminergique D2 
connu pour activer la voie d’inhibition de l’adénylyl cyclase dans les cellules PC-12
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(Figure 6). Lorsque les cellules PC-12 baignent dans un milieu exempt de Ca2+, nos 
résultats ont montré que l’ATP induisait une première relâche calcique rapide et transitoire 
suivie que quelques minutes plus tard d’une deuxième relâche calcique. Cette relâche 
calcique retardée ne se produit pas lorsque le milieu extracellulaire est enlevé 
immédiatement après la première relâche. Elle ne se produit pas non plus lorsque les 
cellules sont traitées avec la spiperone, un antagoniste du récepteur dopaminergique D2, ou 
avec la toxine botulinique de type F, un bloqueur de l’exocytose. Nous avons aussi observé 









Figure 6. Signalisation calcique dans les cellules PC-12.
Dans ce schéma simplifié, l’ATP stimule les récepteurs P2Y2 des cellules PC-12 
différenciées ce qui cause une première relâche calcique dépendante des IP3RS. Le Ca2+ 
relâché du RE permet la relâche de Dopamine qui par un effet autocrine et paracrine active 
les récepteurs dopaminergiques D2. Le Ca2+ permet également la translocation de calcyon à 
proximité du récepteur D2. La stimulation du récepteur D2 par la dopamine induit 
l’internalisation du complexe par un mécanisme dépendant de la dynamine et de calcyon. 
Par un mécanisme encore mal compris, une fois intemalisé le complexe active les PLC qui 
permettent le relarguage d’IP3 qui peut ainsi causer la relâche calcique tardive.
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minutes après la première relâche calcique induite par l’ATP. Sachant que les cellules PC- 
12 peuvent sécréter de la dopamine [J. Chen et al., 2004; Abdelhafez et al., 2011], toutes 
ces observations suggèrent que l’activation du récepteur purinergique P2Y2 sur les cellules 
PC-12 par l’ATP cause une relâche calcique responsable de la sécrétion rapide de 
dopamine. La dopamine sécrétée, par une action autocrine et paracrine, activerait les 
récepteurs dopaminergiques D2 causant ainsi la relâche calcique retardée. Cette 
interprétation du phénomène est compatible avec d’autres études suggérant que, dans 
certaines conditions particulières, la dopamine peut causer une relâche calcique dans les 
cellules D1HEK293 [Lezcano et al., 2000], dans des cultures primaires de neurones 
hippocampaux et neocorticaux [Lezcano et Bergson, 2002] et dans des cultures neuronales 
[B. Lee et al., 2006]. Il a également été montré qu’une signalisation calcique médiée par les 
récepteurs dopaminergiques était possible dans les neurones striataux [Tang et 
Bezprozvanny, 2004; Hemandez-Lopez et al., 2000].
Un élément important du phénomène observé est que la dopamine à elle seule est incapable 
de déclencher une relâche calcique dans les cellules PC-12. Comme nous avons montré, 
une mobilisation préalable du Ca2+ par l’ATP est nécessaire pour permettre la relâche 
calcique retardée. Cette étape de relâche préliminaire de Ca2+ s’est également avérée 
primordiale pour les relâches calciques induites par la dopamine chez les cellules 
D1HEK293 et les cultures primaires de cellules hippocampales, neocorticales ainsi que les 
cultures neuronales [Lezcano et al., 2000; Lidow et al., 2001; Lee et al., 2004; Dai et a l, 
2008]. Malgré tout, autant dans notre étude que dans celles des autres groupes de recherche, 
il était difficile de comprendre pourquoi une réponse primaire était si importante, pour ne 
pas dire un facteur essentiel à l’occurrence de la réponse retardée.
Le récepteur dopaminergique D2 est couplé à la voie de signalisation Gj/0, ce qui suggère 
que les relâches calciques retardées pourraient être dues à l’activation de cette voie. Autant 
l’inhibition que l’activation de la PKA n’ont eu d’effet sur l’occurrence de la relâche 
calcique retardée suggérant ainsi que la PKA n’est pas du tout essentielle à ce type de 
relâche calcique. Par contre, la modulation de l’activité de la PKA a affecté les amplitudes 
des relâches calciques, un phénomène abondamment caractérisé autant dans plusieurs
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laboratoires incluant le nôtre. En effet la PKA est bien connue pour phosphoryler les IP3RS 
et moduler positivement leur activité calcique [Chaloux et al., 2007; Regimbald-Dumas et 
al., 2007]. Dans le même sens, ni la forskolin ni le 8 -Br-cAMP, deux activateurs de la PKA 
ne sont en mesure de mimer la réponse calcique dopaminergique dans des cultures de 
neurones néocorticaux et hippocampaux [Lezcano et Bergson, 2002]. D a été montré 
qu’autant les récepteurs D1R et D2R peuvent produire des relâches calciques similaires 
dans des circonstances appropriés [Lezcano et al., 2000; Tang et Bezprozvanny, 2004; 
Lezcano et Bergson, 2002; Lee et al., 2004; Dai et a i,  2008]. Sachant que tous deux 
agissent via des protéines G différentes (Gs et Gy0 respectivement) ayant des effets opposés 
sur la PKA, il est logique que le mécanisme par lequel ils activent la signalisation calcique 
n’implique pas la PKA. En règle générale, l’activation des voies calciques intracellulaires 
par des GPCR impliquent la stimulation des protéines Gq/n connues pour activer la PLCP 
qui en hydrolysant le PIP2 permet la formation d’IP3 et de DAG. L’utilisation de U73122, 
un inhibiteur spécifique des PLC, a complètement bloqué l’occurrence de la relâche 
calcique retardée dans les cellules PC-12 montrant que cette relâche dépend de la formation 
de nouvelles molécules d’IP3 qui stimulent les IP3 RS pour provoquer la deuxième relâche 
calcique dans ces cellules.
La relation entre les voies dopaminergiques et la mobilisation calcique est un phénomène 
relativement bien documenté. En effet plusieurs groupes l’ont déjà observée dans divers 
contextes. Notamment, Rashid et al., ainsi que Chun et al. ont montré récemment que 
l’hétéromère D1R/D2R pouvait mobiliser le Ca2+ par un mécanisme impliquant l’activation 
de la protéine Gq/n ainsi que d’autres voies de signalisation en aval qui restent toutefois 
toujours non identifiées [Rashid et al., 2007, Chun et a l, 2013]. Notre étude montre 
clairement qu’un délai de quelques minutes survient entre la première relâche (induite par 
l’ATP) et la deuxième relâche retardée. Ce délai est de magnitude semblable au délai 
observé par le groupe de Tang et Bezprovzvanny dans le phénomène d’induction 
d’oscillations calciques par la dopamine [Tang et Bezprozvanny, 2004]. De façon 
intéressante, l’intervalle de temps entre les deux relâches est du même ordre de grandeur 
que l’intervalle de temps nécessaire à l’intemalisation des GPCRs suite à leur activation par 
un agoniste. Pour vérifier si l’internalisation du D2R était reliée à la génération d’une
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réponse calcique, nous avons traité les cellules avec la dynasore, un inhibiteur spécifique de 
la dynamine, essentielle au processus d’intemalisation des récepteurs membranaires tels 
que le D2R [Xiao et al., 2006; Davidson et al., 2009]. En support à notre hypothèse, la 
dynasore a aboli la relâche calcique retardée suite à une stimulation des cellules PC-12 avec 
l’ATP. Calcyon, une protéine liant le Ca2+, joue également un rôle dans l’endocytose 
dépendante des clathrines [Xiao et al., 2006; Davidson et al., 2009] ainsi que dans 
l’internalisation des récepteurs DR [Ha et al., 2012; Kabbani et al., 2002] et dans les 
relâches calciques dépendantes du D1R chez certaines cellules [Lezcano et al., 2000]. Par 
conséquent, nous avons vérifié avec une approche d’ARN interférant l’importance de cette 
protéine dans le processus de relâche calcique retardée chez les cellules PC-12. Nos 
résultats ont montré que lorsque l’expression de calcyon est inhibée, la relâche calcique 
retardée est abolie.
Fait intéressant, l’implication de calcyon dans le processus de réponse calcique retardée est 
tout à fait cohérente. Ali et al. ont montré que le recrutement de calcyon à la membrane 
cellulaire à proximité des récepteurs dopaminergiques dépendait d’une augmentation 
préalable des niveaux intracellulaires de Ca2+ [Ha et al., 2012; Ali et Bergson, 2003]. Ainsi, 
dans notre situation, l’ATP, en induisant la première relâche calcique, permet non 
seulement une sécrétion de dopamine par les cellules PC-12 mais aussi le recrutement de 
calcyon à proximité du D2R, permettant ainsi l’internalisation de celui-ci et la réponse 
calcique retardée. Une fois intemalisé, le D2R activerait la signalisation calcique par une 
voie qui n’est pas encore identifiée à ce jour.
En plus des fonctions liées à leur sous-unité a qui activent leurs différents effecteurs, un 
mécanisme commun d’action des GPCRs se déroule par le biais de la relâche des sous- 
unités Py qui activent différents autres effecteurs dont certains ont été associés à la 
signalisation calcique dépendante de la dopamine [Chun et al., 2013]. Il serait intéressant 
d’approfondir le rôle des sous-unités py dans le mécanisme d’activation des relâches 
calciques induites par la dopamine. Un autre phénomène relié à l’activation d’un GPCR et 
commun à la plupart des GPCRs est leur phosphorylation par les protéines GRKs et leur 
association avec les arrestines qui recrutent les composants de la machinerie d’endocytose
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[Shenoy et al., 2007]. Les arrestines sont également connues pour former des complexes de 
signalisation jouant des rôles dans plusieurs phénomènes cellulaires [Shukla et al., 2011], 
certains de ces complexes activant possiblement certains types de PLC. D serait donc 
également intéressant d’approfondir le rôle des arrestines dans le mécanisme de relâche 
calcique induite par la dopamine dans les cellules PC-12.
En plus de son implication dans la relâche calcique retardée, nos résultats ont montré que 
calcyon peut réguler l’activité des IP3RS. Non seulement calcyon interagit avec l’IP3R- 3  
mais il régule aussi positivement son activité de relâche calcique. À notre connaissance, 
nous sommes les premiers à démontrer un rôle de modulation calcique par calcyon. Ce 
mécanisme démontre une capacité de rétrocontrôle positif du Ca2+ sur les IP3 RS puisque le 
Ca2+ active calcyon.
D’un point de vue pathophysiologique, la schizophrénie est associée à un excès de 
signalisation des D2R ainsi qu’à une dysrégulation des niveaux calciques intracellulaires. D 
appert que les niveaux de calcyon sont également beaucoup plus élevés chez les 
schizophrènes [Koh et al., 2003; Clinton et al., 2005; Bai et al., 2004]. En participants la 
réponse calcique dépendante de la dopamine et en augmentant l’activité calcique des IP3RS, 
calcyon jouerait un rôle significatif dans les deux aspects de cette maladie et représenterait 
un pont entre ces deux voies de signalisation. Sachant que le D2R est visé par la plupart des 
antipsychotiques, il serait intéressant d’étudier le rôle de calcyon dans d’autres troubles 
neurologiques tels que l’anxiété, l’hyperactivité locomotrice [Trantham-Davidson et al., 
2008] et les dysfonctions mémorielles [Vazdarjanova et al., 2011].
En somme, ces résultats démontrent encore une fois la complexité de la régulation des 
signaux calciques ainsi que l’importance de la relation entre les différentes voies de 
signalisation dans le contrôle des signaux calciques.
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Conclusion
Nos résultats montrent que l’activité calcique des IP3RS est régulée par deux voies de 
signalisation bien distinctes de la signalisation calcique : la voie PI3K-AKT-mTOR et la 
voie dopaminergique. La kinase mTOR et ses partenaires du complexe mTORCl 
interagissent avec ITP3R-3  dans les cellules RINm5F ce qui mène à leur phosphorylation 
provoquant par le fait même une sensibilisation de ces canaux et augmentant leur activité 
calcique. Cette découverte met en lumière l’importance capitale d’une fine régulation 
spatiotemporelle des niveaux calciques afin d’activer le bon mécanisme au bon moment. 
Ainsi les cellules sont capables de contrôler les actions de mTOR en fonction des 
disponibilités calciques intracellulaires.
La deuxième partie de cette thèse relie les fonctions dopaminergiques à la signalisation 
calcique neuronale. On y démontre que dans les cellules PC-12, grâce à calcyon, le D2R est 
en mesure d’activer avec un certain retard, une relâche calcique dépendante des IP3 RS. Le 
lien entre ces deux voies de signalisation par l’entremise de calcyon permet aux neurones 
d’adapter leur réponse en fonction de la stimulation externe grâce à l ’apport calcique 
supplémentaire. En situation schizophrénique, l ’équilibre est probablement rompu et un 
surplus de dopamine et de Ca2+ causerait l’éventail de symptômes de cette maladie. Dans 
l’ensemble, ces deux études montrent à quel point une fine régulation de l’activité des 
IP3RS est importante afin d’adapter la réponse calcique aux besoins cellulaires. 
L’intégration de plusieurs voies de signalisation est un des moyens dont les cellules 
disposent afin de contrôler les fonctions cellulaires reliées à l’ion calcique.
Perspectives
Autant les études présentées dans cette thèse répondent à plusieurs questions et apportent 
un éclairage nouveau sur la régulation des IP3RS par d’autres voies de signalisation, autant 
ces études ouvrent plusieurs questions et perspectives. Notamment, il serait intéressant de 
comprendre toute la mécanique de phosphorégulation de TIP3R- 3  par la voie mTORCl. 
Comme I’IP3R- 3  ne possède pas de motif Phe-X-X-Phe-Ser/Thr-Tyr qui est classiquement 
reconnu et phosphorylé par mTOR mais qu’il possède plusieurs sites Thr-Pro ou Ser-Pro, il 
est beaucoup plus difficile d’identifier quelle(s) sérine(s) ou thréonine(s) sont 
phosphorylées dans ce contexte. Néanmoins, par une approche de mutagénèse dirigée, il 
serait possible de méthodiquement muter chacun de ces sites Thr-Pro et Ser-Pro afin de 
déterminer la position exact du ou des sites où mTOR phosphorylé l’IP3R- 3  pour moduler 
son activité. D est également possible jusqu’à un certain point que l’activation de mTOR ne 
cause pas une phosphorylation directe de TIP3R- 3  mais une phosphorylation passant par 
une autre protéine activée dans le processus. En ce sens, des expériences de 
phosphorylation in vitro de l’IP3R- 3  par mTOR pourraient permettre d’assurer la capacité 
de mTOR à phosphoryler l’IP3R- 3  directement. Nous n’avons pas exploré en profondeur 
non plus si mTOR, dans le cadre du complexe mTORC2, pouvait également affecter le 
niveau de phosphorylation et d’activité de l’IP3R-3 . D serait aussi bon d’étudier séparément 
l’effet de ces deux complexes ayant des effecteurs différents afin de bien comprendre 
comment est régulé l’IP3R- 3  dans ce contexte. Pour ce faire, il pourrait être logique 
d’utiliser une approche d’ARN interférant pour bloquer précisément certains partenaires 
uniques à chacun des complexes; par exemple raptor pour mTORCl ou rictor pour 
mTORC2. En plus des mécanismes intracellulaires expliquant comment fonctionne la 
régulation des IP3RS par mTOR, il est important de regarder les conséquences 
physiologiques d’une telle régulation sur chacune des voies activées ou réprimées par 
mTOR. Il serait primordial d’étudier précisément le rôle du Ca2+ dans les fonctions de 
mTOR au niveau de l’activation de S6K1, de l’inhibition de 4EBP-1 et de la régulation de 
l’autophagie. En ce sens, le groupe de Decuypere, plus tôt cette année, a démontré l’étroite 
relation entre les niveaux calciques et l’autophagie [Decuypere et al., 2013]. Afin de 
comprendre de façon plus approfondie le sens de ce système, il serait logique d’empêcher
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la régulation de TIP3R- 3  par mTOR afin d’en mesurer les conséquences sur les fonctions de 
cette kinase. Si par exemple, nous identifions les sites phosphorylés sur les EP3R, il serait 
possible par mutagénèse d’empêcher la phosphorylation dépendante de mTOR et de voir si, 
par exemple, la croissance et la prolifération cellulaire sont ralenties. Sachant qu’une des 
causes des cancers est une suractivité de croissance et de prolifération cellulaire, connaître 
l’importance du Ca2+ dans l’équation serait un atout majeur dans l’élaboration de nouvelles 
stratégies antinéoplasiques. Le blocage de l’interaction entre la voie calcique dépendante 
des IP3RS et les voies PI3K-AKT-mTOR pourrait permettre de diminuer le déséquilibre de 
croissance et ralentir la progression des cellules cancéreuses.
Beaucoup de questions émergent également de la relation entre les voies dopaminergiques 
et les voies calciques dans les cellules PC-12. La signalisation calcique particulière 
observée soulève beaucoup d’interrogations. Nous avons démontré l’implication de calcyon 
dans ce phénomène mais le mécanisme n’est pas entièrement connu. Nous ne savons 
toujours pas comment le D2R, une fois intemalisé, est capable de causer une production 
d’EP3 pour induire une relâche calcique retardée. Il existe plusieurs possibilités. Notamment 
le fait qu’une fois intemalisé, il y a association du D2R avec la protéine Gq qui active 
ensuite la PLC causant la production d’IP3 nécessaire à la relâche calcique. La participation 
des sous-unités p et y de la protéine Gj/ 0 est aussi plausible tout comme l’implication des p- 
arrestines. Afin de comprendre le phénomène dans son ensemble il serait essentiel de porter 
un regard sur cette question. Il serait également d’intérêt de suivre en immunofluorescence 
l’internalisation du D2R et la translocation de calcyon suite à l’apport calcique initial afin 
de comprendre toutes les étapes de cette signalisation calcique. Sachant qu’un phénomène 
similaire est observable dans d’autres types cellulaires contenant différents types de 
récepteurs dopaminergiques [Lezcano et al., 2000; Lidow et al., 2001; Dai et al., 2008; Lee 
et al., 2004], il serait intéressant de comprendre quels sont les déterminants communs de 
ces types cellulaires et pourquoi dans certains cas le phénomène passe par l’activation de 
D1R, de D2R ou bien de récepteurs dopaminergiques hétérodimériques. Il serait également 
bon de déterminer si ce phénomène est présent partout au cerveau ou si certaines zones en 
sont plus particulièrement sensibles. La protéine calcyon semble posséder des propriétés 
intéressantes. Sa capacité de réguler l’activité des EP3RS représente une cause additionnelle
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de la suractivité calcique induite par cette protéine. Sachant que nos expériences ont été 
faites en situation où, par ARN interférant, nous avons diminué l’expression de calcyon, il 
serait logique de vérifier les conséquences d’une surexpression de cette protéine pour 
mimer la condition schizophrénique, ce qui nous permettrait d’associer davantage nos 
observations à cette maladie. Nos connaissances sont limitées, autant sur calcyon que sur sa 
façon de réguler ses effecteurs. D serait aussi bon de muter cette protéine par mutagénèse 
dirigée afin d’empêcher son activation par le Ca2+. D est probable que cette manipulation 
génétique permettrait d’empêcher la translocation de calcyon à proximité du D2R 
empêchant ainsi le phénomène de relâche retardée ainsi que la régulation de l’activité des 
IP3 RS. D serait également fort probablement d’intérêt majeur d’étudier le rôle de calcyon 
dans d’autres troubles neurologiques tels que l’anxiété, l’hyperactivité locomotrice 
[Trantham-Davidson et al., 2008] et les dysfonctions mémorielles [Vazdarjanova et a i, 
2 0 1 1 ] puisque, comme dans la schizophrénie, la signalisation dopaminergique est anormale 
dans toutes ces pathologies.
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